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(54) Titre : NOUVEAUX DERIVES AMPHIPHILES DE L' ALPHA -C-PHENYL-NTERT-BUTYL NITRONE 



O (57) Abstract: Novel compounds, derivatives of ct-C-phenylJV-terf-butyl nitrone, a method for production and use thereof for the 
preparation of medicaments for the prevention or treatment of diseases related to oxidative stress. 
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£^ (57) Abrege : Nouveaux composes, derives de 1' a-C-ph6nyl-/V-tert-butyl nitrone, un precede pour leur preparation et leur utilisation 
pour la preparation de medicaments destines a pr6venir ou traiter les maladies liees au stress oxydatif. 
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. 1 

NOUVEAUX DERIVES AMPfflPHILES DE L'a-C-PHENYL-iV^BUTYL 
NITRONE. 

L'invention a pour objet de nouveaux composes, d6riv6s de Pa-C- 
ph6nyl-i\T-terf-butyl nitrone, un proc^de pour leur preparation et leur utilisation pour la 
5 preparation de medicaments destines k pr^venir ou traiter les maladies ltees au stress 
oxydatif. 

Les pathologies li£es au stress oxydatif et a la formation des especes 
radicalaires oxygenics ont 6t6 r6pertoriees par Croos C.E., Arch. Intern. Med. (1987) 107, 
526-545 et par Anderson KM., Ells G., Bonomi P., Harris J.E., Medical Hypotheses, 
10 (1999)52,53-57. 

Elles sont nombreuses : plus de 70 pathologies de ce type sont cities dans 
cette liste qui inclut notamment les maladies immunitaires et inflammatoires, le syndrome 
d'isch6mie-reperfusion, PathSroscterose, les maladies d' Alzheimer et de Parkinson, les 
lesions dues aux radiations UV et ionisantes, certaines formes de carcinogenese chimique 

15 ainsi que le vieillissement cellulaire. 

Les espfeces radicalaires oxyg6n6es et nitrog6n6es (ROS et RNS) sont 
produites naturellement dans Porganisme et leur regulation est assur^e par certaines 
enzymes specialises comme la Super Oxyde Dismutase soluble (SODs). Le ptegeage de 
ces especes radicalaires extremement reactives est vital car elles occasionnent des dSgats 

20 irr6versibles dans la cellule. Si la production normale de ces especes radicalaires est 
r6gul6e facilement par la cellule, une surproduction de radicaux libres li6e a un stress 
oxydatif exteme (choc inflammatoire, syndrome d'ischemie-reperfusion, ...) ou une 
d^ficience g&i6tique (anomalie mitochondriale notamment) entraine une degradation 
cellulaire rapide. La prise en charge de cet important flux de radicaux par Porganisme 

25 humain ou animal devient d6s lors impossible. 

II existe plusieurs m^canismes de defense contre le stress oxydatif de la 
cellule susceptibles de s'exercer k diff6rents niveaux de la cascade oxydative. Celle-ci est 
inittee g6n6ralement par la surproduction de radicaux superoxyde li£e k une reduction 
partielle de Poxyg&ne moteculaire dans la mitochondrie (syndrome typique de Pisch&nie- 

30 reperfusion). Ce radical superoxyde peut se dismuter en eau oxyg£n£e. Ces deux espSces, 
par P intermediate de la reaction de Fenton, en presence de fer ferreux, peuvent donner des 
radicaux hydroxyle qui ont la particularity de r6agir trds rapidement et de manifere non 
sp£cifique avec n'importe lequel des composants de la cellule comme les lipides, PADN 
ou les prolines, causant des dommages irr6versibles parmi ceux-ci, comme cela a 6te 

35 d6crit par Stadtman H.R., Berlett B.S. J. Biol. Chem. (1991) 266, 17201-17211 ; Floyd 
R.A. Carcinogenesis (1990) 11, 1447-1450 ; Gille JJ., Van Berkel C.G., Joenge H. 
Carcinogenesis (1994) 15, 2695-2699 ; Halliwell B. Mutat. Res. (1999) 443, 37-52. 
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Ces especes radicalaires en activant certains genes suicides (gdnes Bel ou 
p53) par 1' intermediate du facteur NF-kB sont Sgalement a Porigine du ph6nom&ne 
d'apoptose cellulaire qui a et6 d6crit par Siebenlist U., Franzoso G., Brown K. Annu. Rev. 
Cell Biol (1994) 10, 405-455. 
5 La SOD soluble est charg£e de convertir le radical superoxyde en eau 

oxygen^e, celle-ci 6tant ensuite prise en charge par des catalases ou des peroxydases 
glutathion d^pendantes. 

II existe d'autres niveaux de protection eellulaires contre les oxydants 
notamment au niveau de la membrane, qui permettent de limiter 1'oxydation des 
10 phospholipides membranaires insatur£s. L'a-tocoph6rol et le P-caiotfene sont les principaux 
exemples d'antioxydants lipidiques. 

La strategic la plus prometteuse, dans la recherche d'une th^rapie 
destin£e k pr^venir ou traiter les maladies li£es au stress oxydatif, consiste a intervener le 
plus en amont possible de cette cascade oxydative, afin de pr&venir tr&s tot les dommages 
1 5 \i€s a la tres forte r£activit6 des esp&ces radicalaires. 

Pour cela on a cherchS k pieger ces radicaux libres hautement r^actifs par 
Finterm^diaire de molecules dites « spin-trap » ou « piege k spin », parmi lesquelles les 
nitrones apparaissent comme les plus efficaces. 

L'effet th&apeutique des nitrones dans la reduction et la prevention des 
20 dommages causes par les radicaux libres dans les syst&nes biologiques a 6t6 mis en 
Evidence en 1990 par Oliver C, Starke-Read P., Stadman E., Liu G., Carney J., Floyd R. 
Proc. Natl Acad Sci. USA (1990) 87, 5144-5147. 

Ces auteurs ont pu d6montrer une diminution des dommages causes par 
une isch&nie c6r£brale apr£s injection de Pa-C-ph6nyl-7\^terf-butyl nitrone (PBN) chez les 
25 gerbilles. Les ischemics cerebrates sont accompagn6es d'une forte augmentation de la 
production de radicaux libres qui ont 6t6 pi£g£s par la PBN pour former des adduits de spin 
bien plus stables done moins r£actifs et toxiques. La PBN est le spin trap qui a fait l'objet 
du plus grand nombre d' etudes biologiques. 

On peut par exemple se reporter k Hensley K., Carney J.M., Stewart 
30 C.A., Tabatabaie T., Pye Q.N., Floyd R.A. Int. Rev. Neurobiol (1997) 40, 229-317. 

Elle poss^de une grande sp6cificit6 d'action c£r6brale probablement en 
raison de son hydrophobie importante qui lui permet de franchir la barri&re 
h6matom6ningee, comme cela a 6t6 montrS par Cheng H.Y., Liu T., Feuerstein G., Barone 
F.C. Free Radic. Biol Med. (1993) 14, 243-250. 
35 Parmi les nitrones, les plus connus et les plus efficaces sont les a-C- 

ph6nyl-iV-tert-butylnitrone (PBN), les 5,5-dim^thylpyrrolidine-7\T-oxide (DMPO) et des 
molecules d6couvertes plus r6cemment : la 7/-benzylidfene-l-di6thoxyphosphoryl-l- 
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methylethylamine JV-oxyde (PBNP) et la 5-di6thyl-phosphono 5-m6thyl pyrroline-JV-oxyde 
(DEPMPO). 

On peut 6galement citer un deriv6 disulfonate de la PBN, le NXY-059 
(disodium 4-[(tert-bu1ylimino)-methylbenzene-l,3-disulfo iV-oxyde) poss6dant une 
5 activite neuroprotectxice sup&ieure a la PBN et qui est en cours d'6tude pharmacologique 
et de dSveloppement clinique : 

Kuroda S., Tsuchidate R., Smith MX., Maples Kit., Siesjo B.K. J. 
Cereb. Blood Flow Metab. (1999) 19, 778-787 ; 

Lees K.R., Sharma A.K., Barer D., Ford G.A., Kcstuias V., Cheng Y.F., 
10 Odergren T. Stroke (2001) 32, 675-680. 

Toutefois, aucune des molecules cities ci-dessus ne possede une 
efficacitS in vivo ou ex vivo satisfaisante k faible dose, mSnie si leur concentration 
cytotoxique est tres elev£e : Almli L.M., Hamrick S.E.G., Koshy A.A Tauber M.G., 
Ferriero D.M. Dev. Brain Res. (2001) 132, 121-129 ; Nakao N., Grasbon-Frodl E.M., 
15 Widner H., Brundin P. Neuroscience (1996) 73, 185-200. Ce manque d'efficacite est 
probablement U6 k une mauvaise biodisponibilit6 de la drogue et a un probleme de 
penetration cellulaire. 

II subsiste done le besoin d'une molecule de type spin trap, ou piege a 
spin, capable de pieger des radicaux libres, et qui soit egalement susceptible d'etre 
20 achemin6e par l'organisme humain ou animal jusqu'a sa cible au niveau intracellulaire. 

En particulier, une molecule capable de traverser la membrane cellulaire 
et, challenge encore plus important et difficile, la membrane mitochondrial afin d'entrer 
dans le compartiment ou est produit le radical superoxyde. 

Dans ce but, Ouari O., Polidori A., Pucci B., Tordo P., Chalier F. J. Org. 
25 Chem. (1999) 64, 3554-3556 et Geromel V., Kadhom N., Cebalos-Picot L, Ouari O., 
Polidori A., Munnich A., Rotig A., Rustin P. Hum. Mol. Genet (2001) 10, 1221-1228, ont 
propose un derive amphiphile perfluorocarbon6 de la PBN : la TA1PBN. 

H OCONHCH 2 CH 2 C 8 F 17 




'OH 
TA1PBN 

Cette molecule a 6X6 testae sur des lign£es cellulaires de fibroblastes 
30 souf&ant d'un severe deficit d' activite du complexe V de la chaine respiratoire (ATPase) et 
elle a donn6 des r^sultats encourageants. 
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Cependant, la synthese de la TA1PBN prtsente des difficulty qui 
rendent sa production k l'dchelle industrielle difficilement envisageable. 

Aussi, la Demanderesse s'est fix6e pour objectif la conception et la 
fabrication de nouvelles molecules, ayant une activity de spin trap ou ptege a spin, 
prSsentant une biodisponibilit£ accrue par rapport aux molecules de Tart ant6rieur et dont 
la preparation soit simple et permette d'envisager une production k P6chelle industrielle. 

L'invention a pour objet de nouvelles molecules, caract£ris£es en ce 
qu'elles r^pondent k la formule (I) ci-dessous : 



f N .C(CH 3 ) ( 3-m')(CH 2 .r^) m . 

6_ 




(X)m— 0 

10 a) 



dans laquelle : 

X repr£sente un groupement hydrophile choisi parmi un mono ou un 
15 polysaccharide, ainsi que les d6riv£s amines de mono et de polysaccharides, une chaine 
polyoxyde d' ethylene, une chaine peptidique, un groupement polaire ionique choisi parmi 
un ammonium quaternaire, un oxyde d'amine, un groupement carnitine ; 
m repr£sente un entier £gal k 1, 2 ou 3 ; 

Y repr£sente un bras espaceur destine k relier le noyau aromatique et les 
20 substituants hydrophiles X ; 

Y est choisi parmi les fonctions ester, amide, ur£e, urethane, 6ther, thio- 
6ther, amine, les chaines hydrocarbonees en Ci-Ce, 6ventuellement interrompues par une 
ou plusieurs fonctions ester, amide, ur£e, urethane et par un ou plusieurs ponts ether, amine 
ou thio-ether ; 

25 y repr6sente un entier 6gal a 0 ou k 1 ; 

O 

Y* repr£sente un groupement choisi parmi une fonction ester -0-C- > une 

II II 
fonction amide -NH-C- f une fonction ur<§e - HN— C— NH— une fonction ur&hane 
O 
II 

" 0-ONH- 5 un pont £ther -O-, un pont thio-6ther -S- ; 

m* est un entier choisi parmi 1 et 2 ; 
30 X' repr£sente un atome d'hydrogdne ou une chaine alkyle en C4-C14 

£ventuellement substitute par un ou plusieurs atomes de fluor. 
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Parmi les mono-saccharides utilisables dans la pr6sente invention, on 
peut citer : le glucose, le lactose, le fructose, le mannose, le galactose, le ribose, le maltose. 
Parmi les derives amines de sucres, on peut citer notamment la glucosamine. Parmi les 
polysaccharides utilisables dans la prtsente invention, on peut citer les chaines constitutes 
de plusieurs unites monosaccharide comme par exemple : le saccharose et le 
lactobionamide. 

Lorsque la partie hydrophile X de la motecule de formule (I) est une 
chaine polyoxyde d'£thyl£ne, celle-ci comprend avantageusement de 30 k 100 unites oxyde 
d'tthytene, de preference de 50 a 60 unites. 

De preference la chaine peptidique est constitute d'acides amines 
naturels comme l'alauine, l'arginine, Tasparagine, Tacide aspartique, la cysteine, la 
glutamine, l'acide glutamique, la glycine, l'histidine, Tisoleucine, la leucine, la lysine, la 
methionine, la phenylalanine, J a proline, la serine, la threonine, le tryptophane, la tyrosine, 
la valine. 

Des groupements hydrophiles ioniques ou non ioniques utilisables dans 
la pr6sente invention sont illustres dans le schema 1 ci-dessous. 
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Schema 1 : structure generate des tetes polaires 

En fonction de la mono ou de la plurifonctionnalit£ du bras espaceur Y, 
celui-ci est substitu6 une ou deux fois par le groupement X. 

Le groupement X r peut par exemple Stre choisi parmi les radicaux 

suivants : 

- radicaux hydrocarbones : le n-butyle, le ter-butyle, Tisobutyle, le n- 
pentyle, l'isopentyle, le n-hexyle, le n-heptyle, le n-octyle, le n-nonyle, le n-d6cyle, le n- 
und6cyle, le n-dod6cyle, le n-trid6cyle, le n-t6trad6cyle... 

- radicaux hydrocarbones fluor^s : on peut citer ceux r^pondant a la 
formule -(CH 2 )r(CF 2 )rF, dans laquelle r et t represented deux entiers avec : 14 > rft > 4, 
tels que par exemple : 

-(CF 2 ) 4 F; -(CF 2 ) 5 F; -(CF 2 ) 6 F ; -(CF 2 ) 7 F ; -(CF 2 ) 8 F ; -(CF 2 ) 9 F ; - 
(CF 2 ) 10 F ; -(CF 2 )nF ; -(CF 2 )i 2 F ; -(CF 2 ) 13 F ; -(CF 2 ) 14 F ; -CH 2 -(CF 2 ) 3 F ; -CH 2 -(CF 2 ) 4 F ; - 
CH 2 -(CF 2 ) 5 F; -CH 2 -(CF 2 ) 6 F ; ~CH 2 -(CF 2 ) 7 F ; -CH 2 -(CF 2 )gF ; -CH 2 -(CF 2 ) 9 F ; -CH 2 - 
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(CF 2 )ioF; -CH 2 -(CF 2 ) n F; -CH 2 -(CF 2 ) 12 F ; -CH 2 -(CF 2 ) 13 F ; -(CH 2 MCF 2 ) 2 F ; -(CH 2 ) 2 - 
(CF 2 ) 3 F ; -(CH 2 ) 2 -(CF 2 ) 4 F ; -(CH 2 ) 2 -(CF 2 ) 5 F ; -(CH 2 ) 2 -(CF 2 ) 6 F ; -(CH 2 ) 2 -(CF 2 ) 7 F ; -(CH 2 ) 2 - 
(CF 2 ) 8 F; -(CH 2 ) 2 -(CF 2 ) 9 F ; -(CH 2 ) 2 -(CF 2 ) 10 F ; -(CH 2 MCF 2 ) n F ; -(CH 2 ) 2 -(CF 2 ) 12 F ; - 
(CH 2 )3-(CF 2 )!F ; -(CH 2 )i3-(CF 2 )F . 

5 

De fa9on pr£f£rentielle, Tune ou moins des conditions ci-dessous est 

satisfaite : 

X represente un groupement lactobionamide, carnitine ou une chaine 
polyoxy&hylene ; 
10 m represente 1 ; 

m' repr6sente 1 ou 2 ; 

X' est choisi parnii octyl, d£cyl, dodeScyl, CF 3 (CF 2 ) r CH 2 CH 2 - 
8>r>6 

Les composes de Tinvention prdsentent l'avantage, par rapport aux 
15 composes de Tart antSrieur, d'etre dot6s d'une biodisponibilite am£lioree. Cette 
biodisponibilit6 am£lior£e est au moins en partie attribuable au caractere amphiphile des 
molecules de Tinvention. 

L'invention a £galement pour objet un proced£ de preparation des 
composes r^pondant a la formule (I), ce proc£d£ 6tant caract6ris6 en ce que Ton fait reagir 
20 un aldehyde rSpondant k la formule (II) avec une hydroxylamine r^pondant a la formule 
(III) suivant le schema 2 ci-dessous : 

H 

V N ^(CH 3 ) (3 - m ')(CH 2 -r^) m . 

o_ 

(I) 



. meme definition que ci- 
suivant un procecte decrit 




25 



+ 6h * 




(in) 



dans lequel X, y, Y, m, X', m' et Y' ont la 

dessus. 

Les composes de formule (HI) sont prepares 
dans le schema 3 ci-dessous : 



30 
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.C(CH 3 ) ( 3- m0 (CH 2 2) m . + mlHY , x , ^ ^.^(CH^o-m^CHz-r.X'W 

(VI) (V) ° 2N (TV) 

Z = OH, NH 2 ou Tosyl 

V 

HN ^ c ( CH 3)(3-m , )( CH 2- Y, - x, )m' 

oh an) 

Schema 3 

En fonction de la nature du groupement Jipophile, le schema 3 est mis en 
oeuvre dans des conditions qui seront exposSes ci-dessous. 
5 a- Partie hydrophobe monocatenaire hydro ou perfluorocarbonee 

(Figure 1) : 

La figure 1 illustre la preparation des composes de formule (III) avec : 
m' = 1 ; 

X' = (CH 2 ) 2 -R avec R = C 6 F 13 , C 8 F 17 , CH 3 (CH 2 ) n 
10 4<n<14 ; 

O O o 

II II II 

Y* = HN— C (compost 5), -NH-C-NH- (compose 6), O— C— NH 

O 
II 

(compose 2), O — C — (compost 1), -S-(compos£ 7) ; 

La partie hydrophobe monocatenaire est synth£tis£e a partir du 2-methyl 
2-nitro propanoL La fonction alcool de ce synthon permet de greffer les chaines hydro et 
15 perfluorocarbon£es directement par P intermediate de liaisons ester par reaction de F alcool 
et de P acide en presence d'un agent de couplage, la dicyclohexylcarbodiimide et de 
dimethyl aminopyridine (1). 

L' alcool peut egalement rdagir avec un isocyanate d'alkyle, pour donner 
des liaisons de type urethane (2). 
20 La fonction alcool peut etre convertie en amine par tosylation suivie 

d'une substitution par Pazoture de sodium. Par reaction de Staudinger, Pazoture d'alkyle 
est transform^ en amine en presence de triph6nyl phosphine et de soude. 

Cette amine peut r^agir avec un acide gras pour donner une liaison de 
type amide (5) ou avec un isocyanate d'alkyle pour former une ur£e (6). 
25 Enfin, le tosylate peut etre substitue en milieu basique par un thiol pour 

former une liaison thio6ther (7). 

La fonction nitro des diffcrents synthons hydrophobes (1-7) est ensuite 
reduite en hydroxylamine par P intermediate de 4 equivalents du reactif de Kagan (SmI2) 
dans un melange THF/McOH ou dans 1* acide acetique. 
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Cette reaction a 6te decrite par Girard P., Namy J.L., Kagan H.B. J. Am. 
Chem. Soc. (1980) 102, 2693-2698 et Namy J.L., Girard P, Kagan H.B. Now. J. Chem. 
(1977) 1, 5. 

La reaction tres rapide (3min.) est rdalisee avec un rendement variant 
5 entre 50 et 100% selon la nature du nitroalkyle a reduire. 

b- Partie hydrophobe bicatenaire hydro ou perfluorocarbon£e 

(Figure 2) : 

La figure 2 illustre la preparation des composes de formule (III) avec : 
m'=2; 

10 X 5 = (CH 2 )2-R avec R = C 6 F I3 , C 8 F 17 , CH 3 (CH 2 )„ 

4<n<14; 

o o 

II II 

y - O— C — (compose 8), O— C— NH (compose 9), -S- (compose 
O O 
I! II 
12), -NH-C-NH- (compose 14), HN— C (compost 13). 

Les parties hydrophobes bicat&iaires sont synth£tis£es a partir du 2-nitro- 

15 2-methyl- 1,3 -propanediol. Les chaines grasses sont fix6es sur les fonctions alcool par des 

liaisons urethane (9) ou ester (8). Les fonctions alcool sont transformees en tosylate par 

reaction sur le chlorure de tosyle. Le ditosylate peut etre substitue par un alkyl mercaptan 

pour donner un thioether (12). Ce ditosylate peut etre transforme en diamine par 

substitution du tosylate par Tazoture de sodium et reaction avec la triphenyl phosphine et 

20 hydrolyse basique. Cette diamine peut reagir avec un isocyanate pour donner une liaison 

uree (14) ou un acide pour former une liaison amide (13). 

La fonction nitro des synthons biantennes est ensuite reduite par le reactif 

de Kagan avec un rendement pouvant varier de 60 k 80% en fonction de la molecule 

concernee. 

25 c- Partie hydrophile non ionique (Figure 3) : 

La figure 3 illustre la preparation des composes de formule (II) dans 



laquelle : 



X represente un groupement polaire non ionique ; 

O 
II 

Y represente -NH-CH 2 - (compose 20), -0-(CH 2 ) 2 — NH— C- 



30 (composes 21, 22, 23), 



O 
II 

-HN 



(compose 24), 
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o o 

II II 

(-OCH 2 ) 3 C~NH-C-CH 2 -NH-C- (compos6 25) . 

y-i; 

m = 1 (composes 20 a 24) ; 
m = 3 (compose 25) 

5 Les t£tes hydrophiles non ioniques sont constitutes de sucres 

(lactobionamide, galactose, glucose, mannose...), <te polyol glycosyies ou non (tels que le 
Tris par exemple...) ou de polyethylene glycol. Les derives de la lactobionamide 20 sont 
synthetises k partir du 4-cyano benzaldehyde et de la lactobionolactone. Apres protection 
de la fonction aldehyde par acetalisation (15) puis reduction du groupement nitro, Famine 

10 obtenue est condenste sur la lactobionolactone. L'acetylation des fonctions alcool et la 
deprotection de la fonction aldehyde par Facetaldehyde en exces en milieu acide donne le 
synthon polaire 20. 

Les autres t£tes polaires sont synth6tis6es a partir du 4- 
carboxybenzaldehyde. Les derives glucosyies (21), mannosyies (22), galactosyl (23), 

15 sont obtenus par condensation du Boc aminoethanol sur les acetobromoglycosides 
correspondants (17, 18, 19) dans les conditions de la reaction d'Helferich. Apres 
deprotection de la fonction amine et condensation sur la fonction acide, en presence d'un 
agent de couplage peptidique on obtient les 3 tetes polaires glycosylees 21-23. 

Le derive pegyie 24 est issu de la condensation d'un polyethylene glycol 

20 fonctionnalise par une amine sur la fonction acide du 4-carboxybenzaldehyde protege par 
un ac6tal. La deprotection de Facetal permet Pobtention de ce derive. Enfin, il est possible 
d'obtenir un derive trigalactosyie 25 par condensation d'une amine dej& decrite dans la 
litterature par Polidori A., Pucci B., Zarif L., Lacombe J-M., Riess J-G., Pavia A.A., Chem. 
Phys. Lipids (1995) 77, 225-251, sur la fonction acide du 4-carboxybenzaldehyde. 

25 

d- Partie hydrophile ionique (Figure 4) : 

La figure 4 illustre la preparation des composes de formule (II) dans 

laquelle : 

30 X represente un groupement polaire ionique ; 

O O 
II II 

Y represente -CH 2 - (composes 26, 27), ~C-(CH 2 )2-C NH-CH 2 
O 

(compose 28), ~( CH 2>2— N(C 2 H 5 )-C- (compos6 2 9) ; 

y«l; 
m = 1. 
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Les tetes polaires ioniques sont constitutes de groupements ammonium 
quaternaire, oxyde d' amine ou carnitine. Le groupement ammonium est synth6tis6 a partir 
du nitrile apres reduction par AlLiH4 et protection pr^alable de la fonction aldehyde par 
P6thytene glycol. L' amine obtenue est perm6thyl6e par Piodure de m6thyle en presence de 
5 tributylamine dans le DMF, selon la m6thode dtcrite par Sommer H.Z., Lipp H.I, Jackson 
L.L. J. Org Chem. (1971) 36, 824-828. 

Le produit cristallise est hydrolys£ dans Pacide ac&ique aqueux de 
maniere h r6cup£rei le d6riv6 26. 

L'oxyde d'amine 27 est obtjnu a partir de la meme amine aprfes 
10 formation de Pamine tertiaire en presence de 2 Equivalents d'iodure de mSthyle. L'azote 
est oxyd£e par de Peau oxygenee, 10 volumes dans le methanol. Apr&s d6protection de 
Pac6tal on obtient le compose 27. 

L' oxyde d' amine 29 est synth6tis6 par la methode de McQuade et al. A 
partir du 4-carboxybenzaldehyde protege sur sa fonction aldehyde par un groupement 
15 acetal et de la N-6thyl N', N'-dimSthyl Ethylene diamine. Cette methode a 6t6 decrite par 
McQuade D.T., Quinn M.A., YU S.M., Polans A.S., Krebs M.P., Gellman S.H. Angew. 
Chem, Int Ed. (2000) 39, 758-761. 

Le couplage est realise en presence d'un agent de couplage peptidique, la 
DCC. Apres oxydation de la fonction amine par Peau oxyg6n6e, 10 volumes et 
20 d6protection de PacStal on rScupere le compost 29. 

Enfin, le derive 28 de la carnitine est obtenu par condensation de Pamine 
15 sur Panhydride succinique puis couplage de la fonction acide sur la fonction alcool de 
la carnitine dans le DMF en presence de DCC. Apres d6protection de la fonction c6tal, on 
obtient le produit 28. 

25 

e- Obtention des nitrones amphiphiles mono (Figure 5) et 
bicatenaires (Figure 6) : 

Les differentes nitrones amphiphiles sont obtenues par couplage de la 
30 fonction aldehyde des diffiSrents synthons polaires sur le groupement hydroxylamine des 
parties hydrophobes. En fonction de la nature plus ou moins polaire des tetes hydrophiles 
ioniques (tres polaires), not6es I, ou non ioniques glycosytees (apolaires car ac6tyl£es), 
not6es NI, on utilisera un solvant polaire protique (6thanol) ou aprotique (THF). La 
reaction est cependant plus rapide dans les solvants polaires protiques (2 jours au lieu de 
35 10 dans le THF). 

Le rectangle portant Pindication CH repr&sente, dans ces figures, la 
chaine hydrocarbonSe eventuellement fluor^e X\ 
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Le THF est utilise avec des tetes polaires glycosyl6es car c'est un solvant 
qui ne provoque pas de reaction de desacetylation des fonctions alcool. Toutes les nitrones 
amphiphiles glycosyiees ont ete puriftees par CLHP en phase inverse (colonne C18/eluant 
methanol-eau). Les composes ioniques ont ete isotes par cristallisation. Les nitrones 
5 amphiphiles pegyiees sont purifi6es par chromatographie d'exclusion (sephadex LH20). 

L'invention a en outre pour objet Putilisation des composes repondant k 
la formule (I) telle que definie ci-dessus comme agent anti-radicaux libres. 

En effet, il a et4 demontre que les composes selon la pr^sente invention 
etaient dotes d'une capacity a pieger les radicaux libres equivalente a celle des composes 
10 de Tart anterieur. 

Cette propria permet d'envisager Putilisation des molecules de 
Pinvention dans des domaines varices : 

- dans le domaine therapeutique, les produits de Pinvention peuvent etre 
employes pour la prevention et/ou le traitement des pathologies liees au stress oxydatif et a 

15 la formation des especes radicalaires oxyg^n^es. 

L'invention a par consequent pour objet les compositions 
pharmaceutiques comprenant un compost selon Pinvention dans un support 
pharmaceutiquement acceptable. Elle a pour objet Tutilisation d'un compose selon 
Tinvention pour la preparation d'un medicament destine k prevenir et/ou traiter les effets 

20 des radicaux libres. 

Elle a egalement pour objet Putilisation d'un compose de Pinvention 
pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a prevenir et/ou traiter les 
pathologies liees au stress oxydatif et k la formation des especes radicalaires oxyg6nees, 
notamment les maladies immunitaires et inflammatoires, le syndrome d'ischemie- 

25 reperfusion, Patheroscierose, la maladie d'Alzeimer, la maladie de Parkinson, la maladie 
de Huntington, les lesions dues aux radiations UV et ionisantes, les cancers, le 
vieillissement cellulaire. 

Les produits de Pinvention peuvent etre administres par toute voie 
connue de Phomme du metier, notamment par injection intraveineuse ou intramusculaire, 

30 par administration orale ou cutan6e. lis peuvent etre utilises seuls ou en association avec 
d'autres actifs. Leur dosage et la quantite administree quotidiennement sont adaptes en 
fonction de Pactivite mesuree pour la molecule concernee et en fonction du poids du 
patient. 

- dans le domaine cosmetique, les composes de Pinvention peuvent etre 
35 utilises pour prevenir et/ou traiter les effets du vieillissement ainsi que les effets des 

radiations solaires. 

L'invention a done egalement pour objet une composition cosmetique 
comprenant un compose de Pinvention dans un support cosmetiquement acceptable. 
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Ladite composition peut 6tre destinee a une application sur la peau ou sur 
les phaneres (ongles, cheveux). 

Elle peut se presenter sous forme d'une solutiqn aqueuse ou huileuse, 
d'une Emulsion eau-dans-Phuile ou huile-dans-Peau, d'une Emulsion triple, d'un onguent. 
5 Les composes de l'invention peuvent etre introduits dans toute 

composition cosm6tique pour laquelle une activite antiradicalaire est recherch^e : une 
creme de soin cutan^e, un produit de protection solaire, un d&naquillant, un masque pour 
la peau ou les cheveux. un shampoing, un produit de maquillage tel qu'un rouge k levres, 
un fard, un fond de teint, un vernis a ongles, etc... 
10 - dans le domaine de la synthese organique, les composes de P invention 

peuvent 6tre utilises comme capteurs de radicaux libres dans des reactions radicalaires. 

Du fait de leur solubility dans des milieux varies, les composes de 
l'invention sont faciles a mettre en oeuvre et peuvent etre employes dans des conditions trfes 
diverses. 

15 P ARTIE EXPERIMENTALE 

I- Evaluation biologique : 

Le compost Ai a et6 utilise pour mettre en oeuvre des experiences de 
ptegeage de radicaux libres. Plusieurs composes selon Pinvention ont 6t6 testes in vitro 
pour leur capacity biologique antioxydante et antiradicalaire. 

20 




25 

1- Mesure de la capacity de piegeage des espfeces radicalaires 

Les experiences de ptegeage de radicaux libres centres sur le carbone 
(radicaux CH 3 et C0 2 ) et sur Poxygfene (radical OH) r<§alis<5s sur le compost Ai ont 
d6montr£ que la fonctionnalisation de la PBN n'affectait pas la capacity de ces molecules a 
30 pi6ger les espSces radicalaires. Dans le cas des radicaux libres centres sur le carbone des 
signaux RPE caracteristiques de ces espdces radicalaires ont pu Stre observes comme cela 
est illustre par la figure 7. 
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10 



En revanche, lors de la gyration de radicaux hydroxytes dans le 
systeme, des signaux RPE caract6ristiques du piegeage de radicaux centres sur le carbone 
sont d6tect6s. Cela est du au piegeage par la nitrone de radicaux carbones produits sur les 
tetes polaires par reaction des radicaux OH avec les hydrog&nes des sucres. 

2- Mesure in vitro de la capacity biologique antioxydante et 

antiracalaire 

a- Evaluation de la capacite antiapoptotique sur neurones corticaux 
de rats par dosage do V activity enzymatique de la caspase HI. 

Ces tests preliminaires ont 6te r6alis6s sur un deriv6 nitrone amphiphile 
glycosyte hydrocarbon^ : la nitrone A2. Son actrvite anti apoptotique a 6t6 compare k deux 
nitrones commerciales, la PBN et la DMPO. 



?H OH 



15 



20 



25 



30 




Nitrone A2 



Les cellules neuronales de rat ont 6t6 intoxiqu^es pendant 20 min par de 
l'eau oxyg6n6e a 100 jiM au 8*™* jour de culture. Cette addition d'eau oxygSnee cr6e un 
phenomdne d'apoptose comme cela a 6t6 d6crit par Whittemore E.R., Loo D.T., Cotman 
C.W. Neuroreport (1994) 5, 1485-1488 (v6rifie par un contr61e positif d'apoptose par 
addition de staurosporine) 6valu6 par dosage colorim6trique k 405 nm d'une enzyme 
sp^cifique de ce m&abolisme, la caspase III par rapport k un t&noin d'intoxication 
maximale (pr6cedemment d6crit par Nicholson D.W., AH A., Thombury N.A,, 
Vaillancourt J.P., Ding C.H., Gallant M., Griffin P.R., Labelle M. 5 Lazebnik Y.A., Munday 
N.A., Raju S.M., Smulson M.E., Yannin T., Yu Vi., Miller D.K. Nature (1995) 376, 37- 
43.) 

Les diff&rentes molecules k tester ont 6t6 incub6es pendant 20 heures k 
des concentrations variables non toxiques (10, 100, 200 pM) avant intoxication par l'eau 
oxyg6n6e. Aprds rb^age et s^chage k l'6tuve les cellules sont lysees avant dosage 
colorim&rique. La nitrone amphiphile A 2 poss£de une cytotoxicity significative k partir de 
400 pM. 

Les r£sultats obtenus (illustr6s par la figure 8) montrent clairement une 
tr&s nette diminution de l'activite caspase III apits intoxication k l'eau oxyg6n6e 
100 pM en presence de la nitrone amphiphile A 2 . Cette activity se r6v61e beaucoup plus 
faible que T activity normale de la caspase III sur des cellules neuronales non intoxiquSes. 
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Les r6sultats indiquent clairement un niveau de protection superieur k celui mesure pour 
les nitrones commerciales PBN et DMPO. 

b- Evaluation de l'efficacite neuroprotectrice sur cocultures nerf- 

muscle 

5 L' Evaluation protectrice de ces nitrones amphiphiles a ete mesur^e sur 

des cocultures nerfs-muscles apres intoxication 30 min k Teau oxyg6n6e. 

Les cellules musculaires humaines issues de pr616vements de muscles 
strips sains sont isoiees par migration de cellules satellites dans un milieu de culture 
approprii. Ces cellules vont fusionner en myofibres non contractiles dans le milieu de 
10 culture. Des explants de moelle epini&re d'embryon de rat sont deposes sur les cellules 
musculaires. 

Apr£s trois semaines, toutes les fibres musculaires au voisinage des 
explants se contractent et poss^dent des jonctions neuromusculaires matures. Apres 
maturation, ces cultures sont s61ectionn£es et filmEes avec une camera video couplee a un 
15 microscope. Les molecules de type A (A x , A 2 , A3, A4) et B (Bi) sont incubees pendant 
20h00 aux concentrations de 100 et 200 pM. Les cellules sont ensuite intoxiquees pendant 
30 min avec H 2 0 2 800 mM puis rinc6es. 24h00 et 48h00 apr£s avoir gen6re ce stress 
oxydatif, les cellules sont observes et filmees. 

Apr£s 20h00 d'incubation il s'av&re que le compose Bi ionique de type 

20 carboxylate est cytotoxique et provoque vine degradation rapide des cellules musculaires. 
Les autres composes ne sont pas toxiques mais provoquent un arr€t ou un ralentissement 
des contractions musculaires quelque soit la contraction utilis6e (100 et 200 |iM). En 
revanche, on observe une recuperation totale ou partielle des contractions 48h00 apr£s 
intoxication par l'eau oxyg£n£e pour les composes perfluores A3 et A4 a la concentration 

25 de 100 |jM et hydrocarbons A x et A 2 a 100 et 200 pM (tableau 1). Les autres composes 
protegent les cellules de la degradation mais ne permettent pas la recuperation des 
contractions. 

La quantification de Petat d'apoptose a ensuite ete realisee apr£s lyse des cellules et 
centrifugation en dosant la quantite d'ADN fragmentee par un kit « cell death detection 
30 ELISA » dans les surnageants. Apr£s revelation enzymatique, les densites optiques sont, 
mesurees k 405 nm par un lecteur de plaque (figure 9). 

Les resultats indiquent clairement que toutes les molecules testees, k l'exclusion du 
derive ionique BI, protegent les cellules de Tapoptose induite par l'addition d'eau 
oxygenee. A une concentration de 200 mM, le derive carboxylate BI presente un signal 
35 d'apoptose tr£s faible artefactuel qui est du avant la lyse cellulaire k une liberation des 
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fragments d' ADN dans le milieu de culture aprds la mort des cellules en culture traitees par 
cette nitrone. 
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Tableau 1 : Mesure de T activity contractile de cultures cellulaires nerf-muscle 48h00 

apres intoxication par H2O2 800 piM 
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0 


Pas de fibres musculaires ayant une activity contractile dans le puits de culture 


0/+ 


Une fibre musculaire ayant une activity contractile faible et irreguli&re 


+ 


Une fibre musculaire ayant une activity contractile rygultere 


++ 


2k4 fibres musculaires ayant une activite contractile 


-H-+ 


Plus de 4 fibres musculaires ayant une activite contractile 



Tableau 2 : Crit&re d'observation de l'activitg contractile dec fibres musculaires 

5 c. Evaluation de l'activitg antioxydante sur des lign£es cellulaires de 

fibroblastes souffrant d'un s&vfere deficit du complexe V de la chaine respiratoire : 
determination de la viabilite cellulaire par le test MTT 

Les tests sont r6alis6s sur des lign6es cellulaires de fibroblastes 
caracterisees par une mutation du g£ne NARP codant pour une proline (sous-unity 6) du 

10 complexe V de la chaine mitochondriale. Ces cellules sont caracterisees par une 
surproduction anormale de V enzyme superoxyde dismutase sugg^rant que ce d6ficit 
g^netique provoque un accroissement de la production de radical superoxyde. Cette 
surproduction de radical superoxyde provoque un processus d'apoptose acc616r6 des 
cellules (Geromel V., Kadhom N., Cebalos-Picot L, Ouari O., Polidori A., Munnich A., 

15 Rotig A., Rustin P. Hum. Mol Genet (2001) 10, 1221-1228). 

Des cultures de fibroblastes ont ety pr6par£es k partir d'une biopsie de 
peau de deux individus (contrdle) et d'un patient porteur de la mutation NARP. Les cellules 
ont 6t6 cultiv£es dans un milieu RPMi 1640 (commercialism par Life technologies SARL, 
Cergy Pontoise, France) addition^ de glutamax (446 mg/1), 10% s^rum foetal de veau non 

20 dialys6, 100 ng/ml streptomycine, 100 IU/ml p6nicilline, 200 [iM uridine, 2.5 mM 
pyruvate de sodium. Pour les tests de cytotoxicity les cellules ont 6t6 ensemencSes k une 
density de 3000 cellules par puits dans des microboites de Petri a 37°C sous 5% de C0 2 . 
Pour initier le stress oxydatif, la cellule est soumise aprds 24 heures k une hypoglycemic 
par remplacement du glucose par du galactose £ 10 mM (milieu s61ectif not6 ms dans les 

25 figures 10a k lOf). Apr£s 24 heures les cellules ont 6t6 expos^es pendant 48 heures et 72 
heures a des concentrations croissantes des diffcrents composes k tester en milieu s61ectif 
destin6 aux cellules respiratoires (milieu RPMi 1640 sans glucose). Aux fins de 
comparaison, toutes les ytudes ont 6t6 faites sur des cellules recueillies aprfes un meme 
doublement de population.. 

30 L'activitg antioxydante des nitrones amphiphiles a 6t€ 6valu£e en 

mesurant leur capacity k protyger les cellules contre Tapoptose avec le test MTT. 
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Le test MTT est vine m&hode colorim&rique qui pennet de determiner le 
nombre de cellules viables en essais de proliferation et de cytotoxicity. Les puits ont ete 
mis k incuber avec 20 d'une solution de MTT (5 mg/ml dans du PBS) pendant 1 heure a 
37°C. Puis, 200 \xl d'isopropanol ont £te ajoutes pour extraire le MTT formazan et 
5 Tabsorbance de chaque puit a 6t6 mesur£ k 540 nm k l'aide d'un appareil de lecture 
automatique. 

Les r^sultats obtenus avec les essais colorim&riques MTT sont illustr^s 
par les figures 10a a 10 f. Dans ces figures le compose A 5 est ur nitrone de type A dans 
lequel R=OCONH(CH 2 )5CH 3 et le compost H r£pond & la fornmle ci-dessous : 

10 

O 

^\ .NH — OH 

1 X 
H3C CH3 

Compose H 




Ce test d&nontre la capacite de protection de la TA1PBN d6s la 
concentration de 50 pM k prot6ger les cellules NARP de la mort cellulaire par apoptose. 
Ces r^sultats confirment done bien les analyses pr6cedemment effectu^es sur la TA1PBN 

15 (Geromel V., Kadhom N., Cebalos-Picot L, Ouari O., Polidori A., Munnich A., Rotig A., 
Rustin P. Hum. Mol Genet (2001) 10, 1221-1228). Le compost Bi perfluorocarbon6 
semble 6galement Stre efficace k partir d'une concentration de 100 pM. II est a noter que le 
compose perfluorocarbon£ A4 et les composes hydrocarbon6s Ai, A2 et A5 ne sont pas 
efficaces sur ce modele cellulaire. On peut imputer ce defaut d'efificacite a un manque 

20 d'hydrophobie des chaines grasses hydrocarbon6es. Le compost perfluor£ A4 poss&de une 
longueur de chaine infgrieure k celle du compost A 3 . II est k noter enfin que la TA1PBN 
pr6sente une chaine perfluorSe en C 8 Fi 7 plus longue que celle du compost A 3 (chaine en 
C 6 Fb). Ceci peut expliquer la difference d'efficacit£ dans le traitement des cellules NARP 
par ces deux nitrones amphiphiles. Des tests sont en cours sur des d£riv6s analogues a A3 

25 poss£dant une chaine fluoree en CgFi 7 . En conclusion il semble que le degr6 d'hydrophobie 
de ces nitrones semble jouer un role crucial sur leur activity biologique. Elle doit 
probablement Stre conditionn^e par la capacity de transfert de la nitrone k travers la 
membrane cytoplasmique et peut-Stre dans la cavity mitochondriale. 
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II- exemples de syntheses 

1. Synthese d'une nitrone amphiphile monocatenaire hydrocarbon^ 



glyeosytee 



a. Synthese du 4-m6thyl benzene sulfonate de 2-methvl-2-nitropropyle 



5 



0 2 N 




OTs 



9.6 g de chiorure de tosyle (0.050 mol -1.2 equiv.) sont dissous dans 



10 30 mL de pyridine. 5 g de 2-m6thyl-2-nitropropanol (0.042 mol - 1 <§quiv.) en solution 
dans 30 mL de dichlorom&hane sont ensuite ajout6 goutte a goutte. Le milieu est maintenu 
k 0°C pendant Paddition puis k temperature ambiante pendant 48 heures. Le melange 
rSactionnel est jete dans 150 mL d'eau glac6e sous forte agitation. La phase aqueuse est 
extraite par 3 fois 50 mL de dichlorom&hane. Les phases organiques sont rSunies, lav6es 

15 par 3 fois 75 mL d'HCl 3N puis par 2 fois 75 mL de saumure, sech6e sur Na 2 SC>4 enfin 
6vaporees sous pression r^duite. Aprds recristallisation dans un melange acetate 
d'&hyle/cyclohexane, le compost E3 est obtenu sous forme d'une poudre blanche legere 
(9.55 g - 0. 035mol - 83 %). Ratio front : 0.35 (cyclohexane/acetate d'&hyle 8:2). Pf - 74- 
75.5°C 

20 RMN *H (250 MHz, CDC1 3 ) : 6 7.76 (2H, d, J = 8.5 Hz, H arom.), 7.37 

(2H, d, J = 8.5 Hz, H arom.), 4.27 (2H, s, CH 2 -0), 2.46 (3H, s, CH 3 du tosyle), 1.56 (6H, s, 
CH 3 du tert-butyl) 

RMN 13 C (62.86 MHz, CDCI3) : 6 146.1 (C IV arom.), 132.6 (C™ arom.), 
130.7 et 128.6 (CH arom.), 86.3 (C IV ), 73.2 (CH 2 -0), 23.5 (CH 3 du terf-butyl), 22.3 (CH 3 
25 du tosyle) 



- 2 gquiv.) sont mis en suspension dans 30 mL de DMF anhydre. Apr6s 20 minutes 
d' agitation, 6.4 mL d'octanethiol (0.039 mol - 2 gquiv.) en solution dans 10 mL de DMF 
35 sont additionn^s goutte k goutte par F ampoule k brome. Le milieu prend progressivement 
un aspect blanc laiteux et aprds 10 minutes, 5 g de E3 (0.0183 mol - 1 6quiv.) dissous dans 
20 mL de DMF sont ajoutes lentement. Le milieu rSactionnel est porte a 50°C sous flux 



Infra-rouge (KBr, cm" 1 ) : v (CHarom.) = 3059 et 3005, v ^02) = 1543 
b. Synthase du l-octanesulfanyl-2-methyl-2-nitropropyle E7a 



30 




Sous atmosphere d' argon, 4.1 g de terf-butylate de potassium (0.039 mol 
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d' argon pendant 4 heures. Le melange est jette dans 400 mL de saumure glac^e puis extrait 
par 5 fois 50 mL de cyclohexane. La phase organique est lav6e par 2 fois 100 mL de 
saumure, s£chee sur Na2S04 et 6vapor6e sous pression r£duite. Aprds purification par flash 
chromatographic sur gel de silice (61uant: cyclohexane/dichloromethane 9:1 a 8:2), le 
5 compost E7a (4,4 g - 0.0178 mol - 97 %) est obtenu sous forme d'une huile. Rf : 0.65 
(cyclohexane/ac&ate d'6thyle 8:2) 

RMN *H (250 MHz, CDC1 3 ) : 5 3.04 (2H, s, C IV -CH 2 -S), 2.52 (2H, t, J = 
7.25 Hz, CH r S), 1.64 (6H, s, CH 3 du terf-butyl), 1.54 (2H, qt, J - 7.25 Hz, CH2-CH2-S), 
1.40 a 1.20 (10H, m, CH 2 de la chaine), 0.87 (3H, t, J = 7 Hz, CH 3 de la chaine). 
10 RMN 13 C (62.86 MHz, CDC1 3 ) : 8 87.4 (C™), 41.5 (C W -CH 2 ); 33.2 

(CH 2 -S),30.8, 28.8, 28.1 et 27.7 (CH 2 de la chaine), 24.4 (CH 3 du tert-butyl), 21.6 (CH 2 de 
la chaine), 13.1 (CH 3 de la chaine). 

Infra-rouge (KBr, cm' 1 ) : v (no 2 ) = 15^3 

c. Synthase de la N-(l J-Dim6thvl-2-octylsulfanvl'ethvl)-hvdroxvlamine 

15 E7b 
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0.247 g de compost nitro E7a (1 mmol - 0.25 £quiv) est dissous dans 6 

20 mL d'un melange THF/MeOH (2 : 1) pr6alablement d6gaz6 k V argon. Cette solution est 
ajout£ en une fois sur le r^actif de Kagan (4 £quiv.) sous atmosphere inerte. La reaction, 
quasi instantan^e, est suivit par apparition d'une coloration vert gris (disparition de 
l'espece Sml 2 au profit de Pespeice Sml 3 ). Apr6s 15 minutes d'agitation, 20 mL d'une 
solution de Na 2 S 2 0 3 k 10 % est additionnS au milieu rSactionnel. Le THF est 6vapor£ sous 

25 pression r&iuite. La phase aqueuse est dilute 2 fois puis extraite par 3 fois 30 mL d'ac&ate 
d'6thyle. la phase organique est lav6e par 2 fois 30 mL d'eau distill^ puis 6vapor6e sous 
pression rSduite. La purification par chromatographic sur gel de silice (eluant: 
cyclohexane/ac&ate d'&hyle 8:2 k 7:3) conduit k Phydroxylamine E7b (164 mg - 0.7 
mmol - 70%) sous forme d'une huile translucide. 

30 50 mg du compose E7a de depart sont 6galement recueillis et permettent 

de determiner un taux de conversion de 88 %. 

RMN l U (250 MHz, DMSO) : 8 7.09 (1H, s, NH), 5.3 (1H, bs, OH), 2.63 
(2H, s, C^-CH^S), 2.55 (2H, t, J = 7.2 Hz, CH 2 -S), 1.64 (6H, s, CH 3 du tert-butyl), 1.54 
(2H, qt, J = 6.7 Hz et J = 7.2 Hz, Ctb-CH^S), 1.40 a 1.20 (10H, m, CH 2 de la chaine), 

35 0.87 (3H, t, J « 7 Hz, CH 3 de la chaine) 
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RMN 13 C (62.86 MHz, CDC1 3 ) : 5 57.2 (C™), 40.8 (C^-CTfc), 33.2 
(CH 2 -S), 31.2, 29.4, 28.6 et 28.5 (CH 2 de la chaine), 23.7 (CH 3 du ter/-butyl), 22.0 (CH 2 de 
la chaine), 13.9 (CH 3 de la chaine) 

Infra-rouge (KBr, cm" 1 ) : v <nh) = 3246 
5 d. Svnthese de la nitrone hvdrocarbonee A2 



0.5 g d'aldehyde glycosyl6 (Ousri O., Chalier F., Pucci B., Tordo P., J. 
Chem. Soc, Perkin Trans 2 (1998), 2299) (0.615 mmol - 1 equiv.) sont mis en solution 
sous atmosphere d'argon dans 10 mL de THF anhydre et degaze. 0.1 g d'hydroxylamine 

15 E7b (0.430 mmol - 0.7 equiv) en solution dans 2 mL de THF sont additionnees ainsi 
qu'une pointe de spatule de tamis 4 A. Le melange reactionnel est port6 a 60 °C sous argon 
et h l'abri de la lumiere. Tous les deux jours, 50 mg d'hydroxylamine (0.215 mmol - 0.35 
equiv.) et une pointe de spatule de tamis 4 A sont additionnes. L'avancement de la reaction 
est apprecid par CCM et apres 8 jours et ajout de 1 .75 equiv d'hydroxylamine le milieu 

20 reactionnel est filtre sur celite. Apres evaporation sous pression reduite des solvants, le brut 
reactionnel est purifte par chromatographie flash sur gel de silice (eluant :acetate 
d'ethyle/cyclohexane 7:3). Une purification supplemental est effectuee sur resine 
d' exclusion LH-20 (eluant: M6thanol/Dichlorom6thane 1:1) et conduit a la nitrone A2 
(313 mg - 0.304 mmol - 50 %) pure et a 1 16 mg d'une fraction comportant de l'aldebyde 

25 de depart (dans un rapport 1/3 environ d6termin6 par RMN 1 H). Pf = 70°C (dec). [cc] D = + 
17.8 ° (c, 1, CH 2 C1 2 ). 

RMN J H (250 MHz, CDCI3) : 8 8.24 (2H, d, J = 8.1 Hz), 7.49 (1H, s, 
CH=N(0)), 7.25 (2H, d, J = 8.1 Hz), 6.57 (1H, m, NH), 5.67 (1H, d, J = 6.6 Hz, H-2), 5.60 
(1H, dd, J - 3.8 Hz et J = 5.8 Hz, H-3), 5.37 (1H, d, J = 3 Hz, H-4'), 5.18 (1H, dd, J = 2.5 

30 Hz et J = 10.3 Hz, H-2'), 5.08 (1H, m, H-5), 4.98 (1H, dd, J = 3.4 Hz et J = 10.4 Hz, H-3'), 
4.65 (1H, d, J - 7.9 Hz, H-l'), 4.62 a 4.45 (2H, m, 1 H-6a et H-7a), 4.42 a 4.30 (2H, m, 
H-4 et H-7b), 4.23 a 3.98 (3H, m, H-6b, H-6'a et H-6'b), 3.90 (1H, t, J = 6.5 Hz), 3.00 (2H, 
s, C^-CHz-S), 2.41 (2H, t, J = 7.25 Hz, CH 2 -S), 2.13, 2.05, 2.02, 2.01, 1.98, 1.95 (24H, 
6s,CH 3 -CO), 1.61 (6H, s, CH 3 du terf-Butyl), 1.43 (2H, m, CKb-CH 2 -S), 1.3 a 1.1 (10H, m, 

35 CH 2 de la chaine), 0.82 (3H, t, J = 6.6 Hz, CH 3 de la chaine). 

RMN 13 C (62.86 MHz, CDC1 3 ) : 5 170.4, 170.4, 170.0, 170.0, 169.9, 
169.7, 169.7, 169.5, 169.2 (CH 3 -CO), 167.1 (CO-NH), 139.8 (C lv arom.), 131.0 



10 
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(CH=N(0)), 130.1 (C™ arom.), 129.2, 127.5 (CH arom.), 101.7 (CH-1'), 77.3 (CH-4), 73.4 
(C IV ), 71.7 (CH-2), 70.9 (CH-5' et CH-3'), 69.7 (CH-5), 69.1 (CH-3), 68.9 (CH-2), 66.8 
(CH-4'), 61.6, 60.9 (CH 2 -OAc), 42.9 CH 2 -NH), 42.4 (C 1V -CH 2 -S), 33.3 (CH 2 -S), 31.7, 
29.9, 29.0, 29.0, 28.6 (CH 2 de la chaine), 25.7 (CH 3 du tert-butyl), 22.5 (CH 2 de la chaine), 
20.8, 20.7, 20.6, 20.6, 20.6, 20.5, 20.5, 20.4 (CH 3 -CO), 14.0 (CH 3 de la chaine). 

MS FAB+ (1027.1 g-mol' 1 ) : [M+H] + = 1027 (5%)i [M+Na] + = 1049 
(10%), [C, 2 H 25 S] + = 201 (70%). 

Apres desacetylation des sucres par le m&hode de Zemplen on obtient le 
produit deprotege : 

H . V S 

O 



OH 



10 



HOOH y-OH O 

U_0 f<OH^A 

H0 ^*wr° CH H 




OH ^. H _J 



Pf=115°C (dec) 

Rf : 0.52 (acetate d'ethyle/methanol/eau 7:2:1) 
[a] D = +17.2 (0.25c, 1, CH 3 OH) 
15 RMN ! H (250 MHz, CD 3 OD) : 8 8.28 (2H, d, J = 8.25 Hz), 7.82 (1H, s, 

CH=N(0)), 7.42 (2H, d, J = 8.25 Hz), 4.65 a 4.35 (4H, m, CH 2 -NH, H-l\ H-2), 4.25 (1H, 
m, H-3), 4.00 a 3.35 (10H, m, H-4, H-5, CH 2 -OH, H-4', H-5', H-3' et H-2'), 3.01 (2H, s, 
CH 2 -S), 2.43 (2H, t, J = 7.3 Hz, CH 2 -S), 1.61 (6H, singulet, CH 3 du /ert-butyl), 1.44 (2H, 
m, CH 2 ), 1.3 a 1 .1 (10H, m, CH 2 ), 0.87 (3H, t, J = 6.9 Hz) 

20 

RMN ,3 C (62.86 MHz, CD 3 OD) : 8 175.3 (CO-NH), 143.4 (C IV arom.), 
136.0 (CH=N(0)), 131.1 (CH arom.), 130.6 (C IV arom.), 128.3 (CH arom.), 105.8 (CH-1'), 
83.3 (CH-4), 77.2 (CH-5'), 74.8 (C IV ), 74.6 (CH-3' ou CH-2'), 74.1 (CH-2), 73.2 (CH-5), 
72.8 (CH-3' ou CH-2'), 72.5 (CH-3), 70.4 (CH-4'), 63.8, 62.7 (CH 2 -OH), 43.5, 43.0 (CH 2 - 
25 NH et CH 2 -S), 34.2 (CH 2 -S), 32.9, 31.0, 30.3, 30.2, 29.7 (CH 2 ), 26.0 (CH 3 du ter/-butyl), 
23.7 (CH 2 ), 14.4 (CH 3 ) 

UV (MeOH, nm) : X max = 299 

MS FAB+ (690.8 g-mol' 1 ) : Pas de [M+H] + , [M+Na] + = 713 (2.5%), 
[M+K] + = 729 (1 .5%), [Ci 2 H25S] + = 201 (65%) 
30 MS FAB" (690.8 g-mol' 1 ) : [M-H]' = 689 (tresfaible) 

HPLC ( Microsorb C18-21.4 mm/250 mm) : tr=11.4min 
Gradient 70 MeOH - 30 H 2 0 a 85 MeOH - 1 5 H 2 0 de t= 0 a t= 5 min 
Isocratique 85 MeOH -15 H 2 0 a partir de t =5 min 
Debit 0.6 mL /min 
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2. Synthese de la nitrone fluorocarbonee A4 

a. Svnthese du 1 -azido-2-me1hyl-2-nitropropane 



5 




6 g du compost E3 (0.0218 mol - 1 equiv.) et 2.3 g d'azoture de sodium 
(0.035? mol 1.6 6quiv.) sont mis en reaction dans 20 mL de DMF sous activation 
ultrasonique (grosse sonde - pulse 1 sec/repos 2 sec - amplitude 90 %) en refroidissant le 

10 milieu par un bain de glace. Apres 3 heures de sonication et disparition complete du 
produit de depart le milieu r6actionnel est repris dans 50 ml de dichlorom6thane puis jet£ 
sous vive agitation sur 300 mL de saumure glac^e. La phpse aqueuse est extraite par 2 fois 
50 mL de dichlorom^thane puis les phases organiques sont r&inies, lav£es par 2 fois 75 mL 
de saumure, s6ch6es sur Na2SC>4 et 6vaporees sous pression reduite. Apres Elimination a 50 

15 °C sous vide de la pompe a palette des traces r6siduelles de DMF, le compost final (2.66 g 
- 0.0185 mol - 85 %) est obtenu sous forme d'une huile jaune translucide tres liquide. 

RMN l U (250 MHz, CDC1 3 ) : 8 3.74 (2H, s, CH 2 -N 3 ), 1.60 (6H, s, CH 3 

du terf-butyl) 

RMN 13 C (62.86 MHz, CDC1 3 ) : 8 86.7 (C™), 58.3 (CH 2 -N 3 ), 23.9 (CH 3 

20 du terf-butyl) 

Infra-rouge (KBr, cm" 1 ) : v (n 3 ) = 21 1 1, v (N02) " 1546 
b. Synthase de la 2Htnethvl-2-nitro-propylamine E4 



25 




4.08 g d'azoture (0.0283 mol - 1 6quiv.) sont mis en solution sous flux 
d' azote dans 10 mL de THF anhydre et d6gaz6. 1 1.3 g de triph^nylphosphine (0.0431 mol - 
1.50 6quiv.) en solution dans 30 mL de THF sont additional goutte h goutte k l'azido. Un 

30 fort d^gagement gazeux se produit. Apr6s 2 heures d' agitation k temperature ambiante sous 
atmosphere d' azote, 20 mL d'une solution aqueuse de soude 2N sont ajoutSs et le milieu 
est abandonnS 24 hevires. Le THF est 6vapor6 sous pression reduite, la phase aqueuse 
acidiftee jusqu'a pH 1 par addition de 20 mL d'HCl 3N, puis est extraite par 2 fois 30 mL 
d'ac6tate d'6thyle. La phase aqueuse est ensuite basiftee par ajout de soude solide jusqu'i 

35 pH 1 0 puis extraite par 3 fois 30 mL de dichloromSthane. La phase organique est lav6e par 
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2 fois 30 mL d'eau, s6ch£e sur Na2S04 et 6vapor6e sous pression r^duite. L'amine E4 
(2.90 g - 0.0245 mol - 87 %) est obtenue sous forme d'huile jaune. 

RMN *H (250 MHz, CDC1 3 ) : 5 3.07 (2H, s, CH 2 -NH 2 ), 1.57 (6H, s, CH 3 

du terf-butyl) 

5 RMN ,3 C (62.86 MHz, CDC1 3 ) : 8 89.4 (C IV ), 51.1 (CH 2 -NH 2 ), 23.6 ( 

CH 3 du terf-butyl) 

Compte tenu de son instability pour sa caractdrisation et sa conservation 
nous avons synth6tis6 le chlorhydrate d'ammonium correspoudant : 

L' amine est reprise dans 60 mL d'6ther dans lequel on fait bullei de 
10 PHC1 gazeux pendant 10 minutes. Le milieu est place 2 heures k —20 °C puis filtr6 sous 
pression r^duite. Apr6s elimination des traces de solvant & la pompe & palette, le 
chlorhydrate d' ammonium de E4 (3.75 g - 0.0243 mol - rendement quantitatif) est obtenu 
sous forme d'une poudre blanche. 

RMN *H (250 MHz, D 2 0) : 5 3.62 (2H, s, CHi-NH/Cl"), 1.72 (6H, s, 
15 CH 3 du ter/-butyl) 

RMN 13 C (62.86 MHz, D 2 0) : 5 87.0 (C IV ), 46.9 (CH 2 -NH 3 + Cr), 24.8 
(CH 3 du terJ-butyl) 

Infra-rouge (KBr, cm" 1 ) : v (no2) = 1541 

c. Svnthese du 4,4,5,5.6,6.7.7.8,8,9.9,9-Tridecafluorononanovl f2- 
20 methvl-2-nitropropyQ amide E5a 

02N ^O N Y^/CeFi 3 
O 



25 Sous atmosphere d' azote, 2.47 g de DCC (0.0120 mol - 1.2 6quiv.) et une 

pointe de spatule d'HOBt sont mis en solution dans 10 ml de dichlorom&hane anhydre. 
1.41 g de ramine E4 (0.012 mol - 1.2 6quiv.) en solution dans 10 mL de dichlorom6thane 
sont ajout£s au milieu. La solution est d£gaz6e pendant quelques minutes, puis 3.86 g 
d'acide fluor6 (0.0098 mol - 1 equiv.) en solution dans 30 mL d'ac&ate d'&hyle sont 

30 additionn6s en une seule fois. Apr6s 36 heures d'agitation le milieu r^actionnel est filtrS, la 
phase organique est lav6e respectivement par 2 fois 50 mL d'HCl IN, 2 fois 50 mL de 
saumure puis sech6e sur Na 2 S04 et 6vaporee sous pression r^duite. La purification par 
chromatographie sur gel de silice (Sluant: cyclohexane/ac6tate d'6thyle 8:2 k 7:3) conduit 
au compost E5a (4.4 g - 8.94 mmol - 91%) sous forme d'une poudre blanche. Pf = 87,3- 

35 88,8 °C. Rf : 0.37 (cyclohexane/ac&ate d'&hyle 8:2). 
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RMN *H (250 MHz, CDC1 3 ) : 5 6.11 (1H, massif, NH ), 3.76 (2H, d, C^- 
CH2-NH, J = 6.75 Hz), 2.55 a 2.42 (4H, massif, CH 2 -CH 2 -Rf), 1.58 (6H, massif, CH 3 du 
terr-butyl) 

RMN ,3 C (62.86 MHz, CDC1 3 ) : 8 170.5 (CO), 88.7 (C™), 46.1 (CH 2 
5 NH-), 24. 1 (CH 3 du terr-butyl) 

RMN 19 F (235 MHz, CDC1 3 ) : 8 -81.1 (CF3, singulet), -114.8 (CF2-CH2, 
singulet), -122.1, -123.1, et -123.8 (CFjz, singulet), -126.4 (CF2-CF3) 

Infra-rouge (KBr, cm" 1 ) : v <nh) = 3280, v (c-o> = 1664, v (N02) = 1547, v 

(CF2)=1246 

10 d. 4.4.5.5.6.6.7.7.8.8.9.9.9-Tr:decafluorononanovl (2-hvdroxvamino-2- 

methylpropvD amide E5b 




La procedure experimental est identique a celle utilise pour la premiere 
hydroxylamine E7b. 1.71 g de compost nitro E7a (3.5 mmol- 0.25 equiv) en solution 
dans 21 mL de melange THF/MeOH, sont additionnes a 140 mL du reactif de Kagan. 

Apres traitement et purification par chromatographic sur gel de silice 
20 (eluant: acetate d'ethyle/methanol 10:0 a 9.5:0.5), l'hydroxylamine E7b (0.82 g - 1 .7 mmol 
- 49 %) est obtenue sous forme d'une poudre blanche. 

0.56 g du compos6 E7a de depart sont egalement recueillis et permettent 
de determiner un taux de conversion de 72 %. Pf = 110.5-112.3 °C. Rf : 0.58 (acetate 
d'6thyle/methanol 95:5). 
25 RMN 'H (250 MHz, DMSO) : 8 7.79 (1H, t, J = 6.0 Hz, NH), 6.89 (1H, 

s, NH), 5.23 (1H, bs, OH), 3.05 (2H, d, J = 6.0 Hz, CHb-NH), 2.48 (4H, m, CH 2 -CH 2 -Rf), 
0.86 (6H, s, CH 3 du tert-butyl) 

RMN 13 C (62.86 MHz, DMSO) : 8 169.7 (CO), 56.9 (C 1V ), 44.7 (C 1V - 
CH 2 ); 22.4 (2 CH 3 du tert-butyl) 
30 RMN 19 F (235 MHz, DMSO) : 8 -80.0 (CF 3 , singulet), -1 13.4 (CF 2 -CH 2 , 

singulet), -121.5, -122.5 et -123.0 (CF 2 , singulet), -125.6 (CF2-CF 3 , singulet) 

e. Svnthese de la nitrone fluorocarbon^e A4 



35 
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La procedure experimentale est identique a celle utilise pour la premiere 

nitrone. 

0.61 g d'aldehyde (0.75 mmol - 1 equiv.) sont mis en reaction avec 
l'hydroxylamine E7b (0.26g - 0.7 equiv.) dans 15 mL de THF. Apres 10 jours d'agitation 
5 et addition de 0.35 g supplementaire d'hydroxylamine (0.732 mmol - 0.98 equiv.) la 
reaction est stopp6e. 

Les purifications sont effectuSes par chromatogiaphie flash sur gel de 
silice (eluant : Ac6tate d'ethyle/M6thanol 10:0 a 95:5) et par chromatographie d' exclusion 
sur resine LH-20 (eluant :Mefiianel/Dichloromethune 1:1). La nitrone A4 est obtence pure 
10 (0.564 g — 0.443 mmol - 60 %) sous forme d'une mouses blanche. L'aldebyde de depart 
(115 mg — 0.142 mmol) est egalement recupere ce qui permet de determiner un taux de 
conversion de 73 %. Pf = 95 °C (dec) 

RMN ^(250 MHz, CDC1 3 ) : 8 8.21 (2H, d, J = 8.1 Hz), 7.49 (1H, s, 
CH=N(0)), 7.31 (2H, d, J = 8.1 Hz), 6.95 (1H, t, J = 6 Hz, NH), 6.76 ( lH,t, J = 6 Hz, 
15 NH), 5.45 a 3.80 (15H), 3.69 (2H, d, J = 6.0 Hz, C^-CHz-NH), 2.70 a 2.35 (4H, m, CH 2 - 
CH 2 -Rf), 2.17, 2.16, 2.08, 2.07, 2.06, 2.05, 2.04, 1.98 (24H, 8s, CH3-CO), 1.60 (6H, s, CH 3 
du ter/-Butyl) 

RMN 13 C (62.86 MHz, CDC1 3 ) : 5 170.6 (CO-NH + CH3-CO), 170.4, 
170.2, 170.1, 170.0 169.8, 169.7, 169.3 (CH3-CO), 167.3 (CO-NH), 140.6 (C IV arom.), 
20 131.5 (CH=N(0)), 129.8 (C™ arom.), 129.4, 127.7 (CH arom.), 101.9 (CH-1'), 77.5 (CH- 
4), 73.4 (C IV ), 71.7 (CH-2), 71.0 (CH-5' et CH-3'), 70.0 (CH-5), 69.3 (CH-3), 69.1 (CH- 
2), 66.9 (CH-4'), 61.8, 60.9 (CH 2 -OAc), 47.3, 43.1 (CH 2 -NH), 27.0 0, 24.9 (CH 3 du tert- 
butyl), 20.9, 20.8, 20.7, 20.7, 20.6, 20.5 (CH3-CO) 

RMN 19 F(235 MHz, CDCI3) : 8 -81.1 (CF 3 , s), -115.0 (CF 2 -CH 2 , s), - 
25 122.3,-123.2, -123.9 (CF 2 , s), -126.5 (CF2-CF 3 , s) 

MS FAB + (1272.0 g-moF 1 ) : [M+H] = 1273 (1.5%), [M+Na] = 1295 

(3.5%) 

Apres desacetylation des sucres par la mefiiode de Zemplen on obtient le 
produit deproteg^ : 

30 
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Pf = 150 °C (dec) 

[a] D » +14.4 (0.25c, 1, CH 3 OH) 

UV (MeOH, nm) : X max = 299 

Rf : 0.47(acetate d'ethyle /methanol/eau 7:2:1) 

RMN 'H (250 MHz, CD 3 OD) : 5 8.33 (2H, d, J = 8.4 Hz), 7.86 (1H, s, 
CH=N(0)), 7.47 (2H, d, J = 8.5 Hz), 4.65 a 4.45 (4H, m, CH 2 -NH, H-l', H-2), 4.3 (1H, m, 
H-3), 4.05 a 3.87 (2H, m, H-4 et H-5),3.87 a 3.66 (7H, m, CH 2 -OH, H-4' et CH 2 -NH), 3.66 
a 3.45 (3H, m, H-5', H-3' et H-2'), 2.55 a 2.40 (4H, m, CH 2 -CH 2 -Rf), 1.59 (6H> singulet, 
CH 3 du terf-butyl) 

RMN ,3 C (62.86 MHz, CD 3 OD) : 8 174.0, 171.9 (CO-NH), 142.1 (C 1V 
arom.), 134.6 (CH=N(0)), 129.7 (CH arom.), 129.2 (C™ arom.), 126.9 (CH arom.), 104.4 
(CH-1'), 82.0 (CH-4), 75.8 (CH-5'), 73.5 (C™), 73.4 (CH-3' ou CH-2'), 72.7 (CH-2), 71.8 
(CH-5), 71.4 (CH-3' ou CH-2'), 71.2 (CH-3), 69.0 (CH-4'), 62.4 (CH 2 -6) , 61.3 (CH 2 -6'), 
46.3 (C IV -CH 2 -NH), 42.1 (C Iv arom.-CH 2 -NH), 26.0 (CH 2 -CH 2 -Rf), 23.3 (CH 3 du tert- 
butyl) 

RMN 19 F (235 MHz, CD3OD) : 5 -82.1 (CF 3 , s), -115.3 (CF 2 -CH 2 , s), - 
122.6,-123.6, -124.3 (CF 2 , s), -127.0 (CFj-CFa, s) 

MS FAB+ (935.7 g.moF 1 ) : [C,3H,3Fi 3 NO] + = 446 1%), [CgHJiaOf - 

375 (8%) 

MS FAB"(35.7 g-mol' 1 ) : [M-H] = 934 (tres faible) 

Colonne preparative ( Microsorb CI 8 - 21 .4 mm / 250 mm ) : tr = 9.800 

Gradient 70 MeOH - 30 H 2 0 a 80 MeOH-20 H 2 0 de t = 0 a t = 5 min 

Gradient 80 MeOH - 20 H 2 0 a 82 MeOH - 1 8 H 2 0 de t = 5 a t = 8 min 

Isocratique 82 MeOH -18 H 2 0 a partir de t = 8 min 

Debit 0.8 mL /min 

3. Synthase de la nitrone hydrocarbonee ionique Bi 

a. Svnthese de l'iodure de f4-(1.3-DioxolanV2-vl-benzvn trimethvl 
ammonium 




1.25 g d'amine E15 (7 mmol - 1 6quiv.) sont dissous dans 4 mL de DMF 
dans un tube scell6. 2.58 g de tributylamine (14 mmol - 2 equiv) sont ensuite ajoutes en 
une fois sous agitation. Le milieu est refroidi a 0 °C et 5.2 g d'iodure de methyle (35mmol 
- 5 6quiv) sont additionnes lentement au milieu. Le tube scelle est ferm6 et l'agitation est 
poursuivie a temperature ambiante pendant 20 heures. Le brut reactionnel est repris dans 
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1'AcOEt et le pr6cipit6 obtenu est filtr6, repris dans l'&her puis a nouveau filtr6. 
L'ammonium (1.7 g - 4.9 mmol - 70 %) est obtenu sous forme d'une poudre blanche. 

RMN ! H (250 MHz, DMSO-d6) : 5 7.59 (4H, s, Harom.), 5.80 (H, s, H 
de l'acetal), 4.61 (2H, s, CH 2 -NH), 4.2 a 3.9 (4H, AA'BB', CH 2 -0), 3.06 (9H, s, CH 3 -N) 
5 RMN 13 C (62.86 MHz, DMSO-d6) : 8 140.6 (C w arom.), 133.3 (CH 

arom) 129.6 (C w arom.), 127.5 (CH arom.), 102.7 (CH acetal), 67.6 (CH 2 -N), 65.4 (CH 2 - 
O), 52.2(CH 3 -N) 

Analyse centesimele (C13H20NO2I, 0.83 H2G) calcule C 41.69, H 4.60, 
N 4.42 trcuve C 41.69, H 4.58, N 4.31. 
10 b. Svnthese de l'iodure de f4-Formvl-bpnzyl)-trfm6thvl-ammonium E7 6 




0.38 g du dioxolane ammonium (1.08 mmol - 1 equiv.) sont dissous dans 
10 mL de melange acide acetique/eau 1:1. Apres 12 heures d' agitation le milieu 
20 reactionnel est evapor^ sous vide et les traces de solvant sont eliminees a la pompe a 
palette. Le compose E26 (0.34 g - 1 .08 mmol - rdt quantitatif) est obtenu sous forme d'une 
poudre brune fonc6e. 

RMN J H (250 MHz, DMSO-d6) : 8 10.12 (1H, s, CHO), 8.06 (2H, d, J = 
8 Hz, H arom.), 7.80 (2H, d, J = 8 Hz, H arom.), 4.69 (2H, s, CH 2 -NH), 3.09 (9H, s, CH 3 - 
25 N) 

RMN 13 C (62.86 MHz, DMSO-d6) : 8 193.4 (CHO), 137.6, 134.8 (C™ 
Arom), 134.1, 130.2 (CH Arom), 62.2 (CH 2 N), 52.6 (CH 3 N) 

c. Svnthese de la nitrone ionique fluorocarbonee B2 
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0.25 g de compost E26 (0.82 mmol - 1 equiv.) et 0.48 g 
d'hydroxylamine E7b (1.02 mmol - 1.25 equiv.) sont mis en solution dans 5 mL de 
pyridine d6gaze a l'argon. Le milieu reactionnel est porte a 80°C a l'obscurite sous 
atmosphere d' argon pendant 42 heures. Le melange reactionnel est ensuite evaporee sous 
pression requite et les traces de pyridine sont eliminees a la pompe a palette. La nitrone est 
obtenue sous forme de poudre blanche (0.35 g - 0.47 mmol - 57 %) apres deux 
cristallisations successives dans un melange MeOH/ether. Pf = 171-173 

RMN *H (250 MHr, CD 3 OD) : 8 8.54 (2H, d, J = 8.4 Hz, Karom.), 8.03 
(1H, s, CH=N(0)), 7.71 (2H, d, J = 8.4 Hz, Harom.), 4.65 (2H, s, CH 2 -N), 3.18 (11H, s, 
CH 3 -N + (f-Cffl-S), 2.7 (2H, m, CH 2 -S), 2.45 (2H, m, CH^CIfc-Rf), 1.71 (6H, s, CH 3 
du /erf-Butyl) 

RMN 13 C (62.86 MHz, CD 3 OD) : 8 133.3 (C w arom.), 132.8 



(CH=N(0)), 132.7 (CH arom.), 129.8 (C™ arom.), 129.7 (CH arom.), 73.9 (C 1V ), 68.5 
(CH 2 -N), 51.9, 51.9, 51.8 (CH 3 -N), 41.3 (CH 2 -S), 31.9 (CH 2 -CH 2 -Rf), 24.6 (CH3 tert- 
butyl), 23.0 (CH 2 -CH 2 -Rf) 

RMN ,9 F (235 MHz, CD 3 OD) : 8 -82.3 (CF 3 , singulet), -1 15.2 (CF 2 -CH 2 , 
singulet), -112.9, -123.9, -124.3 (CF 2 , singulet), -127.3 (CF^-CFs, singulet) 
UV (MeOH, nm) : W = 304 nm 

HR MS FAB + (754.4 g.mol" 1 ) : m/z theorique : 755.0838 pour 
C 23 H 29 F, 3 IN 2 OS ([M+H] + ) 

m/z observe : 755.0851 

MS FAB + (754.4 g.mol" 1 ) : [2M+H] + = 1510, [2M-I] + =1381 (5%), 
[M+H] + = 755 (2.5%), [M-I] + = 627 (100%), [Ci 2 Hi 2 Fi 3 S] + = 435 (100%) 
4. Synthese de la nitrone bicat6naire hydrocarbonee CI 
a. Svnthese de 1' Heptadecyl-carbamic acid 3-heptadecvlcarbamovloxv- 
2-methvl-2-nitro-propvl ester E9a 




6.31 g d'acide stdarique (0.022 mol - 3 equiv) sont mis en suspension 
dans 50 mL de toluene anhydre sous atmosphere d'argon. 2.47 g de tri&hylamine (0.024 
mol - 3.3 equiv) et 6.71 g de diphenylphospsorylazide (0.024 mol - 3.3 equiv.) sont 
additionnSs et le milieu est port6 a 60 °C. Apres 2 heures d'agitation, 1 g de 2-nitro-2- 
methyl-l,3-propanediol (0.0074 mol - 1 equiv.) et une pointe de spatule de DABCO sont 
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mis en suspension et 1' agitation est poursuivie pendant 12 heures. Le brut reactionnel est 
dilu6 avec 100 mL d'acetate d'6thyle, lav6 par 3 fois 50 ml d'HCl IN, 3 fois 50 mL de 
NaHC0 3 saturee et enfin lave par 2 fois 50 mL de saumure. La phase organique est sechee 
sur Na2S04 et 6vaporee sous pression r6duite. Apres 3 cristallisations successives le 
compost E9a (2.02 g -2.89 mmol - 40 %) est obtenu sous forme d'une poudre blanche. Pf : 
75-76.2 °C 

Rf : 0.42 (cyclohexane/acetate d'ethyle 8:2) 

RMN f H (250 MHz, CDC1 3 ) : 8 4.77 (2H, m, NH), 4.45 (2H, systems 
AB,CH 2 -0), 3.15 (2H, q, J=9.8 Hz, CH2-NH), 1.59 (3H, s, CH 3 du ferf-butyl), 1.47 (2H, m, 
CH2-CH2-NH), 1.24 (55H, m, CH 2 de la chaifee), 0.87 (3H, t, CH 3 de la chaine) 

RMN 13 C (62.86 MHz, CDC1 3 ) : 8 155.1 (CO), 88.1 (C™), 65.1 (CH 2 -0), 
41.3 (CH 2 -NH), 31.9, 29.8, 29.7, 29.6, 29.5, 29.4, 29.3 (CH 2 de la chaine), 26.7 (CH 3 du 
terJ-butyl), 22.7, 18.5 (CH 2 de la chaine), 14.1 (CH 3 de la chaine) 

Infra-rouge (KBr, cm" 1 ) : v (nh) = 3392 , v (C o) = 1720 et 1703 , v (no 2 ) = 

1549 

b. Svnthese de V heptadecylcarbamoyl 3-heptadecylcarbamoyloxy-2- 
hvdroxylamino-2-methvl-propyl ester E9b 



20 



25 



30 



35 




La procedure exp6rimentale est identique a celle utilis6e pour synthetiser 
les composes E5b et E7b . 

1 .39 g de compost nitro E9a (2.0 mmol - 0.25 equiv) en solution dans 20 
mL de melange THF/MeOH, sont additionn^s h 80 mL du r^actif de Kagan. 

Apres traitement et purification par chromatographic sur gel de silice 
(eluant: dicMorom^thane/ac&ate d'ethyle 10:0 a 5:5), l'hydroxylamine E9b (0.8 g - 1.17 
mmol - 60%) est obtenue sous forme d'une poudre blanche. 

0.24 g du compose 1 E9a de depart sont egalement recueillis et permettent 
d'obtenir un taux de conversion de 71 %. Pf = 80-81.6 °C 

Rf : 0.51 (cyclohexane / acetate d'6thyle 5 : 5) 

RMN 'H (250 MHz, CDC1 3 ) : 8 4.83 (2H, t, J = NH), 4.45 (4H, systeme 
AB,CH 2 -0), 3.17 (4H, q, J = 9.8 Hz, CHz-NH), 1.49 (2H, m, CHj-CTfe-NH), 1.25 (55H, m, 
CH 2 de la chaine), 1 .07 (3H, s, CH 3 du fert-butyl), 0.88 (3H, t, CH 3 de la chaine) 
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RMN 13 C (62.86 MHz, CDC1 3 ) : 5 156.7 (CO), 88.1 (C IV ), 64.7 (CH 2 -0), 
41.2 (CH 2 -NH), 31.9, 29.8, 29.7, 29.6, 29.5, 29.4, 29.3 (CH 2 de la chaine), 26.8 (CH 3 du 
tert-butyl), 22.7, 16.8 (CH 2 de la chaine), 14.1 (CH 3 de la chaine) 

c. Svnthese de la nitrone biantennee hvdrocarbon^e CI 



10 



AcOOAc 

AccA^^O 



r OAc W b" 

J-OAcO \— / 

3 OAc H 



O 

Ml ^17^35 

f H 

H 

"C 17 H 35 

O 



0.5 g d'alctehyde E20 (0.616 mmol - 1 6quiv.) sont mis en soluiion en 
presence de tamis moteculaire 4 A et de 0.3 g d'hydroxylamine E9b (0.44 mmol — 0.71 
£quiv.) dans 6 mL de THF anhydre et d6gaz6. 1.2 mL d'acide ac6tique glacial est 

15 additionnS et le milieu est chauffS a 50 °C sous argon a 1'abri de la lumiere. 

Apres 48 et 96 heures 0.2 g d'hydroxylamine (0.29 mmol - 0.47 6quiv) 
sont rajoutSs et le milieu r^actionnel est filtr6 svir celite au bout de 5 jours de reaction. 

Les purifications par chromatographic flash sur gel de silice 
(61uant :Acetate d'6thyle/dichloromethane 7:3 a 8:2) et par chromatographic d'exclusion 

20 sur r6sine S6phadex LH-20 (61uant :Ethanol/Dichlorom6thane 1:1) permettent d'obtenir la 
nitrone de type C (0.58 g - 0.392 mmol-63 %), quasi exempte de traces d'aktehyde, sous 
forme de poudre blanche. 80 mg d'ald&iyde pur sont Sgalement r6cup6res permettant de 
d&enniner un taux de conversion de 76 %. [a] D = + 16.9° (c, 1, CHC1 3 ) a 20 °C. 
Rf : 0.37 (Acetate d^thyle/Dichloromdthane 8:2) 

25 RMN *H (250 MHz, CDC1 3 ) : 6 8.28 (2H, d, J = 8.1 Hz, H arom.), 7.45 

(1H, s, CH=N(0)), 7.31 (2H, d, J = 8.5 Hz, H arom.), 6.65 (1H, t, J - 5.8 Hz, NH amide), 
5.75 & 5.55 (2H, m, H-2 et H-3), 5.35 (1H, d, J = 3 Hz), 5.25 a 4.80 (5H, m, H-2\ H-5, H- 
3' et NH ur&hane), 4.70 a 4.25 (9H,m, H-l \ H-6a et H-7a, H-4, H-7b et CH2-O-CO-NH), 
4.20 a 3.80 (4H,m, H-6b, H-6'a, H-6'b et H-5'), 3.14 (4H, dd, J = 6.7 Hz, CH 2 -NH-CO-0), 

30 2.16, 2.15, 2.09, 2.05, 2.04, 1.98, 1.92 (24H, 8s, CH3-CO), 1.60 (3H, s, CH 3 du tert butyl), 
1.55 k 1.10 (60H, m, CH 2 de la chaine), 0.87 (6H, t, J = 6.4 Hz, CH 3 de la chaine) 

RMN 13 C (250 MHz, CDC1 3 ) : 8 170.6, 170.3, 170.2, 170.0, 169.9, 169.8, 
169.4, (CH3-CO), 167.3 (CO-NH), 155.7 (O-CO-NH), 140.3 (C^arom.), 132.4 
(CH=N(0)), 130.0 (C IV ou CH arom.), 129.6 (C™ ou CH arom.),127.8 (CH arom.), 101,9 

35 CH-1'), 77.4 (CH-4), 75.1 (C™), 71.7 (CH-2), 71.1 (CH-5' et CH-3'), 69.9 (CH-5), 69.3 
(CH-3), 69.1 (CH-2), 66.9 (CH-4'), 65.5 (CH 2 -0-CO-NH), 61.8 et 61.0 (CH 2 -OAc), 43.2 
(CH 2 -NH), 41.3 (CH2-NH-CO-O), 32.0, 29.9, 29.8, 29.7, 29.7, 29.6, 29.4, 29.3 (CH 2 de la 
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chaine), 26.8 (CH3 du tert-Bntyl), 22.8 (CH 2 de la chaine), 20.9, 20.9, 20.8, 20.7, 20.7, 
20.6 (CH 3 -CO), 14.2 (CH 3 bout de chaine) 

MS FAB + (1477.8 g-mol' 1 ) : [M+H] = 1478 (16 %), [M+Na] = 1500 (6 

%). 

5 Apres desac&ylation des sucres par la m&hode de Zemplen on obtient le 

produit deprotege : 




La purification de la nitrone Ci est realisee flash par chromatographic sur 
gel de silice (eluant : cMoroforme/m&hanol/eau 8:2:0.1) puis par chromatographic 
10 d'exclusion de taille sur Sephadex LH-20 (eluant : dicMorom6thane/meihanol 7:3). 

[a] D = +7.6 0 (0.25c, 1, CHCI3) 
Rf : 0.28 (chloroforme/methanol/eau 8:2:0.1) 
Pf = 190 °C (dec) 

RMN l H (250 MHz, DMSO-d6) : 5 8.28 (2H, d, J = 8.2 Hz, H arom.), 
15 8.07 (1H, t, J = 6.3 Hz, NH amide), 7.72 (1H, s, CH=N(0)), 7.35 (2H, d, J = 8.3 Hz, H 
arom.), 7.08 (2H, m, NH urethane), 4.60 a 4.00 (9H, m, CH 2 -NH, CH 2 -0-CO-NH, H-l', 
H-2 et H-3), 3.78 (2H, m, H-4 et H-5), 3.70 a 3.40 (8H, m, CH 2 -OH, H-2', H-3', H-4' et 
H-5'), 2.94 (4H, m, CH 2 -NH-CO-0), 1.54 (3H, s, CH 3 du /erf-butyl), 1.45 a 1.10 (60H, m, 
CH 2 ), 0.87 (6H, t, J = 6.6 Hz, CH 3 ) 
20 RMN I3 C (62.86 MHz, DMSO-d6) : 8 173.0 (CO-NH), 156.1 (O-CO- 

NH), 142.3 (C IV arom.), 132.1 (CH=N(0)), 130.0 (C™ arom.), 129.1 (CH arom.), 127.2 
(CH arom.), 105.1 (CH-1'), 83.4 (CH-4), 76.2 (CH-5'), 74.9 (C IV ), 73.7 (CH-3' ou CH-2'), 
72.6 (CH-2), 71.9 (CH-5), 71.6 (CH-3' ou CH-2'), 71.1 (CH-3), 68.7 (CH-4'), 65.1 (CH 2 - 
O-CO-NH), 62.8, 61.1 (CH 2 -6 et CH 2 -6'), 42.2 (CH 2 -NH), 40.7 (CH 2 -NH-CO-0), 31.8, 
25 29.8, 29.6, 29.2 (CH 2 de la chaine), 26.7 (CH 3 du terf-butyl), 22.6 (CH 2 de la chaine), 14.4 
(CH 3 de la chaine) 

MS FAB + (1 140.77 g-mol' 1 ) : [M + Na] = 1 164, [M + H] = 1 142 
DI-Mesure de Thydrophobie des molecules de l'invention : 
L'un des objectifs de l'invention est.de moduler la HLB de pieges a 
30 radicaux Ubres afin de favoriser le passage transmembranaire et le transport in vivo. 
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Dans cette optique il etait important de determiner le coefficient de 
partition P de ces composes. 

En effet, Hansch et ses collaborates (Hansch, C; Steward, A. R.; 
Anderson, S. M.; Bentley, D. J. Med. Chem. 11, 1 (1968)) ont pu 6tablir au cours d'une £tude 
5 sur Tefficacit6 d' action de diffcrents hypnotiques en fonction de leur hydrophobic la 
relation suivante: 

log 1 / C - -*(log P) 2 + *'(log P) + k" 

C : la concentration molaire produisant une r£ponse biologique standard 
k, k' et k" : dee constantes d6termin6e par la methode des moindres 

10 carr6s. 

Ainsi plus im compose sera hydrophobe, plus la valeur log P sera 
sup6rieur k 0 et plus les interactions avec la phase lipidique seront 61ev6es. 

Nous avons determine le coefficient de partition de ces nitrones par 
Chromatographic Liquide Haute Performance en Phase Inverse. (Lambert, W. J. J. 
15 Chromtogr. 656, 469 (1993) ; Dorsey, J. G.; Kahaledi, M. G. J. Chromtogr. 656, 485 
(1993)). 

Thomas a Sgalement utilis6 cette approche chromatographique pour 
determiner Thydrophobie de spin traps cycliques d£riv6s de la PBN (Fevig, T. L.; Bowen, 
S. M.; Janowick, D. A.; Jones, B. K.; Munson, H. R.; Ohlweiler, D. F.; Thomas, C. E. J. 
20 Med Chem. 39, 4988 (1996)) ^estimation du coefficient de partition Octanol/eau par 
HPLC en phase inverse (Kovi) est hautement d6pendante du temps de retention des 
composes et par la suite du coefficient de capacity k\ II peut etre exprim6 par la relation 
suivante: 

log Xbw = a log k } +b 

25 Dans laquelle a et b sont des constantes empiriques qui caract£risent le 

systeme de solvant. 

Exp6rimentalement k! est determine par la formule suivante pour 
difKrents melanges 61uant m£thanol/eau. 

£'= (fR-fo)/fo 

30 dans laquelle f R repr^sente le temps de retention de l ! 6chantillon et to le 

temps dilution de la phase mobile 

II convient ensuite d'extrapoler par regression lin£aire la valeur de k' pour 
une phase compos£e par 100 % d'eau afin d'obtenir la valeur &w. 

Nous avons proc£d£ de cette maniSre pour les composes derives de 
35 Tacide lactobionique de type A. Nous avons 6galement par souci de comparaison et de 
validation de notre modele, determine I'hydrophobie de la PBN et de la TA1PBN. 
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Le tableau 3 resume les valeurs de temps de retention moyen obtenu k 
partir d ! un minimum de 3 valeurs etablies au minimum sur 2 jours diff^rents. 

La regression lineaire des valevirs de K obtenue suivant les phases 
mobiles utilises permet d'obtenir une Equation de droite du type : 
5 y = ax + b 

dans laquelle y reprSsente log K et a represente log &w 
x represente la fraction en methanol de r&uant 
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Phase Mobile 
(MeOH/HaO) 


60/40 


70/30 


80/20 


90/10 


Nitrones 
(C en mg/ml) 


225 -235 bars 


200 -220 bars 


175-1 


95 bars 


140-1 


60 bars 


til 


log*" 


tn 


log A* 


tn 


log A" 


tR 


log/f 


MEOH 


3.98 


3.97 


3.94 


3.89 


PBN 

(0.64 mg/ml) 


7.98 


0.0019 


6.09 


-0.2711 


5.07 


-0.5405 


4.47 


-0.8203 


TA1PBN 

(0.26 mg/ml) 






28.92 


0.7985 


8.46 


0.0593 


4.85 


-0.6057 


A2 

(0.52 mg/ml) 






22.43 


0.6676 


9.06 


0.1140 


5.31 


-0.4344 


A3 

(0.52 mg/ml) 






29.28 


0.8047 


9.04 


0.1119 


4.87 


-0.5967 


A1 

(0.48 mg/ml) 


9.98 


0.1776 


6.14 


-0.2624 


4.76 


-0.6840 






A4 

(0.57 mg/ml) 


41.41 


0.9731 


12.64 


0.3394 


6.12 


-0.2562 






A5 

(0.52 mg/ml) 


8.21 


0.0264 


5.51 


-0.4143 


4.49 


-0.8524 







Tableau 3: Determination des valeurs de log K par HPLC 



Nous avons proc^de de la meme mantere pour les 4 autres derives et les 
rSsultats sont resumes dans tableau suivant (tableau 4). 

20 





a 


R 2 


log k' w 


PBN 


-2.7366 


0.9999 


1.6447 


TA1PBN 


-7.0209 


0.9991 


5.7008 


A 2 


-5.5098 


1 


4.5235 


A 3 


-7.0079 


1 


5.7129 
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A, 


-4.3082 


0.9998 


2.7595 


A4 


-6.1468 


0.9997 


4.6549 


A 5 


-4.3942 


1 


2.6635 



Tableau 4 : Determination des valeurs de log w par HPLC 



Dans un souci de clart£ nous avons reports les valeurs de log # w des 
difterentes nitrones sur un histogramme (Figure 1 1). 
5 Les r£sultats ol^tenus nous permettent d'effectuer plusieuis remarques et 

conclusions: 

1- Pour les composes i chaines hydrocarbonees, les valeurs obtenues sont 
en accord avec nos attentes. Plus la chaine comporte d'atomes de carbones plus 
Thydrophobie est 61evee. D'autre part la nature des jonctions de chaine joue un role non 

10 n^gligeable dans la valeur du log une liaison amide ou urethane etant par nature plus 
polaire qu'une jonction thioether. On obtient done en terme d ! hydrophobie le classement 
croissant suivant : 

A 5 < Ai < A 2 

15 

2- Pour les compost fluor^s, le compost A3 prdsente une plus grande 
affinity pour les milieux lipidiques que le compost A4 ce qui semble en accord avec leur 
valeurs de CMC respectives. Cependant, les composes A3 et A4 possedent des valeur de 
log k'w proches alors que leurs valeurs de CMC varient de plus du double. Ceci provient 

20 de la nature des chaines fluor6s qui pr^sentent des proprietes tensioactives particuliferes. II 
convient done de bien separer notion de tensioactivite et notion d'hydrophobie. On obtient 
done en terme dliydrophobie le classement croissant suivant : 

A 5 <Ai<A2<A4<A 3 

25 

3- la valeur de log # w la PBN est sensiblement plus faible que 
Tensemble des composes synth6tis6s. Selon la theorie de Hansch, nous pouvons en deduire 
une meilleure penetration trans membranaire des composes et done une meilleure activite 
de ptege a radicaux libres. 

30 4- La valeur de log #w de la TA1PBN est sensiblement identique k celle 

du compost A3. 
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REVENDICATIONS 



1 . Compost, caracttrist en qu'il rtpond a la formule (I) : 

H 



5 




dans laquelle : 

X reprtsente un groupement hydrophile choisi parmi un mono ou un 
polysaccharide, ainsi que les dtrivts amines de mono et de polysaccharides, vine chaine 
polyoxyde d'tthyltne, une chaine peptidique, un groupement polaire ionique choisi parmi 
10 un ammonium quatemaire, un oxyde d' amine, un groupement carnitine ; 

m reprtsente un entier tgal k 1, 2 ou 3 ; 

Y reprtsente un bras espaceur destint a relier le noyau aromatique et les 
substituants hydrophiles X ; 

Y est choisi parmi les fonctions ester, amide, urte, urtthane, ether, thio- 
15 tther, amine, les chaines hydrocarbontes en Cj-C6, tventuellement interrompues par une 

ou plusieurs fonctions ester, amide, urte, urtthane et par un ou plusieurs ponts tther, amine 
ou thio-tther ; 

y reprtsente un entier tgal k 0 ou k 1 ; 

Y' reprtsente un groupement choisi parmi une fonction ester, une 
20 fonction amide, une fonction urte, une fonction urtthane, un pont ether, un pont thio- 
tther ; 

m' est un entier choisi parmi 1 et 2 ; 

X' represente un atome d'hydrogtne ou une chaine alkyle en C4-C14 
tventuellement substitute par un ou plusieurs atomes de fluor. 
25 2. Compost selon la revendication 1, caracttrist en ce que X reprtsente 

un groupement choisi parmi : le glucose, le lactose, le fructose, le mannose, le galactose, le 
ribose, le maltose, la glucosamine, le saccharose et le lactobionamide. 

3. Compost selon la revendication 1, caracttrist en ce que X reprtsente 
un groupement choisi parmi les chaines polyoxyde d'tthyltne comprenant de 30 k 100 

30 unitts oxyde d'tthyltne, de prtftrence de 50 k 60 unitts. 

4. Compost selon la revendication 1, caracttrist en ce que X reprtsente 
un groupement choisi parmi 
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5. Compost selon la revendication 1, caract&is6 en ce que Tune ou moins 
5 des conditions ci-dessous est satisfaite : 

X repr^sente un groupement choisi parmi : la lactobionamide, la carnitine 
ou une chaine polyoxy&hyl&ne ; 

m repr£sente 1 ; 

m' repr^sente 1 ou 2 ; 

10 X 5 est choisi parmi les groupements octyl, d£cyl, dodecyl, 

CF 3 (CF2)rCH 2 CH2- 

8>r>6. 

6. Proc&te de preparation d'un compost repondant & la formule (I) selon 
Tune quelconque des revendications 1 h 5, ce proc£d£ 6tant caract6ris£ en ce que Ton fait 
15 r^agir un aldehyde repondant k la formule (II) avec une hydroxylamine repondant a la 
formule (III) suivant le schema 2 ci-dessous : 



20 
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.C(CH3) ( 3. m .)(CH 2 -Y'-X') m . 



(HI) 




+ | .C(CH 3 ) ( 3. m ')(CH 2 -r-X > ) m . 



(I) 



7. Proc6d6 selon ta revendicatioa 6, caracterise exi ce que le compost de 
formule (III) est prepare sr. vvant un proc6d6 decrit dans le schema 3 : 



0 N ^C(CH 3 )(3. m »)(CH 2 Z) m . + m' HY^' 
(VI) oo 

Z = OH,NH 2 ouTosyl 



0 2 N 



^C(CH 3 ) ( 3.m')(CH 2 ^X ! ) m ^ 
(IV) 



OH 



^C(CH3) ( ^(CH 2 -r-X') m . 

an) 

Schema 3 

8. Composition pharmaceutique comprenant au moins un compose 
10 repondant k la formule (I) selon Tune quelconque des revendications 1 & 5 dans un support 
pharmaceutiquement acceptable. 

9. Utilisation d'un compose repondant k la formule (I) selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 5 pour la preparation d'un medicament destine a 
pr6venir et/ou traiter les effets des radicaux libres. 
15 10. Utilisation d'un compose selon Tune quelconque des revendications 1 

h 5 pour la preparation d'un medicament destine a la prevention ou au traitement des 
pathologies liees au stress oxydatif et h la formation des esp£ces radicalaires oxygenees. 

11. Utilisation selon la revendication 10, pour la prevention ou le 
traitement d'une pathologie choisie parmi les maladies immunitaires et inflammatoires, le 

20 syndrome d'ischemie-reperfusion, l'atheroscierose, la maladie d'Alzeimer, la maladie de 
Parkinson, les lesions dues aux radiations UV et ionisantes, la maladie de Huntington, les 
cancers, le vieillissement cellulaire. 

12. Composition cosmetique, caracterisee en ce qu'elle comprend au 
moins un compose repondant & la formule (I) selon Tune quelconque des revendications 1 a 

25 5 dans un support cosmetiquement acceptable. 
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13. ProcSde de traitement cosm&ique pour pr<§venir et/ou traiter les effets 
du vieillissement, caract6ris6 en ce que Ton applique sur la peau ou sur les phandres une 
composition selon la revendication 12. 

14. Utilisation d'un compose r6pondant k la formule (I) selon Tune 
5 quelconque des revendications 1 a 5, en synthese organique comme capteur de radicaux 

libres dans des reactions radicalaires. 
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Figure 1 : synthese des parties hydrophobes monocatenaires hydro et perfluorocarbonees 
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Figure 2 : synthese des parties hydrophobes bicatenaires hydro et perfluorocarbon6es 
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Figure 3 : synthese des tetes polaires non ioniques 
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Figure 4 : synthese des tStes polaires ioniques 
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A : derives amphiphiles monocatenaires B : d£riv£s amphiphiles monocatenaires 

non ioniques ioniques 



Figure 5 : synthase des nitrones amphiphiles monocatenaires A-B 
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C : d6riv£s amphiphiles bicat£naires I> : d6riv6s araphiphiles bicatenaires 

non ioniques ioniques 



Figure 6 : synthase des nitrones amphiphiles bicatenaires C-D 
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Figure 7 : Spectres RPE des adduits carboxylate (a), hydroxyle (b) et m&hyle (c) gen6res 
respectivement par la faction de Fenton (b) en presence de formiate (a) et de DMSO (c) et 

du compose Ai 




nitroneA PBN DMPO 

molecules testees 



Figure 8 : activite caspase in de cellules neuronales intoxiquees par H 2 0 2 et traitees par 
des nitrones commerciales et la nitrone de type A2 
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Figure 9 : Mesure de T6tat d'apoptose par dosage ELISA de la fragmentation de PADN 

apr£s lyse des cellules 




Figures 10a et 10b : Culture cellulaire NARP en presence de nitrones amphiphiles a 100 

(a) et 200 nM (b) apres 48h00 d'incubation 
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Figures 10c et lOd : Culture cellulaire NARP en presence de nitrones amphiphiles a 100 (d) 

et 200 uM (c) apres 72h00 d'incubation 
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Figures lOe et lOf : Culture cellulaire NARP en presence de nitrones amphiphiles a 50 uM 

apres 48h00 (e) et 72h00 (f) d'incubation 
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Figure 11: Variation de lTiydrophobie desnitrones derives de l'acide lactobionique A1-A5. 



